








Die Wirkung von Trypsin auf die gepaarten Gallensauren. 


Von 
A. von Beznak. 


(Aus dem Physiologischen und allgemeinen Pathologischen Institut der 
Universitét in Debreczen.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1929.) 


Die Bedeutung der gepaarten Gallensiuren, Glykochol- und 
Taurocholsaure, fiir die Fettresorption besteht — nach Verzér und 
Kuthy (1) — darin, daB®B sie mit den héheren Fettsiuren wasserldsliche, 
diffusible Verbindungen eingehen, welche bis zu py = 6,25 stabil 
sind. Erst hierdurch wird die Fettresorption bei der im Darm herr- 
schenden schwach sauren oder fast neutralen Reaktion méglich. Chol- 
siure und Desoxycholsaure bilden erst im alkalischen Bereich Ver- 
bindungen mit den Fettséuren. Es scheint deshalb, daB der Glyko- 
cholséure und Taurocholséure eine ganz bestimmte Rolle bei der Fett- 
resorption zukommt. Nur mit ihrer Hilfe ist eine Fettresorption bei 
saurer Reaktion méglich. Gegeniiber dieser Bedeutung, welche von den 
Autoren gerade den gepaarten Gallensiuren zugesprochen wird, kann 
das Bedenken erhoben werden, ob dieselben im Darm iiberhaupt 
bestehen und dort nicht sogleich gespalten werden in Glykochol bzw. 
Taurin und die entsprechende Gallensiure. Wenn das der Fall wire, 
so kénnten sie natiirlich keine spezielle Rolle bei der Fettresorption 
haben. . 

Die gepaarten Gallensiuren kénnten in ihrer Carbonylimidbindung 
einesteils durch die Darmbakterien, anderenteils durch das Trypsin 
angegriffen werden. 

Beziiglich des ersten Punktes liegt eine Untersuchung von Licht (2) 
vor, der die Wirkung einer bakteriellen Garung auf die gepaarten Gallen- 
séuren untersuchte und fand, daB Duodenumgalle mit einer Fazessuspension 
eingeimpft, 7 Tage lang bei 37°C gehalten, keine Zunahme des Amino-N 
gibt. Er folgert daraus, daB weder die Fiazesbakterien noch die Darm- 
bakterien die Carbonylimidbindung der gepaarten Gallenséure sprengen 
k6énnen. 

Dieser Versuch beweist durchaus, daB die Bakterien unwirksam sind, 
was besonders deshalb hervorgehoben werden mu6, weil frither Wieland 
und Reverey (3) noch angenommen hatten, daB dies méglich sei. Beziiglich 
der Wirkung des Trypsins kann aus dem Versuch von Licht nichts gefolgert 
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werden, denn es sind keine Kontrollversuche iiber die Wirksamkeit des 
Trypsins vorhanden. Uber die Wirkung des Trypsins haben Rosenthal 
und v. Falkenhausen (4) angegeben, daB dieses bei 37°C innerhalb einer 
Stunde die gepaarten Gallenséuren nicht angreift. Nachdem aber diese 
mindestens 4 bis 5 Stunden lang im Diinndarm verweilen kénnen, so war 
diese Periode zu kurz gewahlt, um die Frage zu entscheiden. 


Es wurde deshalb in Anbetracht der Wichtigkeit der Frage, ob 
die gepaarten Gallensiuren im Darm die ihnen zugesprochene Rolle 
spielen kénnen, untersucht, ob sie durch Trypsin angegriffen werden. 


Methodik. 


Insgesamt wurden finf Versuchsreihen ausgefiihrt. Zu den Versuchen 
wurde zum Teil taurocholsaures Na (Versuchsreihe i, 2, 3), zum Teil 
glykocholsaures Na (Versuchsreihe 4, 5) benutzt. 

Zu je 100 cem 1° iger Lésung kamen 10 ccm Trypsinlésung. Das be- 
nutzte Trypsin war in Versuchsreihe 1 Trypsin Merck, in 2 bis 4 verschiedene, 
von mir selbst hergestellte Trypsinpraparate, welche ich durch Extraktion 
von Rinderpankreas mit 0,4%iger Salzsiéure herstellte. Die verschiedenen 
Trypsinpraparate waren zwar gegeniiber Witte-Pepton und Casein nicht 
gleichmaBig wirksam, jedoch ausnahmslos stark aktiv. 

In allen Versuchsreihen wurde die Wirksamkeit des Trypsins in einem 
besonderen Parallelversuch gepriift, und zwar verwendete ich hierzu bei 
der Versuchsreihe 1 eine 0,17 °% ige Lésung von Witte-Pepton, weil in dieser 
die Zahl der CO-NH-Gruppen etwa dieselbe ist wie in einer 1% igen 
taurocholsauren Na-Lésung. In den Versuchsreihen 2 bis 5 wurde dagegen 
der Kontrollversuch mit einer 10° igen Caseinlésung ausgefiihrt. 

Samtliche Versuchsreihen sind bei zwei verschiedenen Reaktionen 
ausgefiihrt, und zwar bei pq = 8,1 und bei py = 6,6. Trypsin wirkt bei 
beiden Reaktionen auf Witte-Pepton bzw. Casein. Die Reaktion von py = 6,6 
war deshalb von Interesse, weil im Darm haufig eine schwach saure Reaktion 
gefunden wird (S. Kostydl) (5). Die Lésungen wurden mit Phosphatpuffern 
hergestelit und kolorimetrisch kontrolliert. Die Reaktion wurde fort- 
laufend auch wahrend des Verdauungsversuches kontrolliert und in den 
Versuchsreihen bei pq = 8,1 durch Hinzufiigen von n/10 NaOH konstant 
gehalten. 

In siémtlichen Versuchsreihen wurde die Wirkung von Trypsin wahrend 
24 Stunden bei 37° C und in Gegenwart von Toluol gepriift. Nach 2 und 6 
sowie 24 Stunden wurden von den Proben je 2ccm entnommen und dessen 
Amino-N nach van Slyke bestimmt. Immer wurden mindestens zwei 
Kontrollbestimmungen gemacht. 

Zu den Kontrollversuchen, die in jeder Versuchsreihe mit Witte-Pepton 
bzw. Casein aufgestellt wurden, habe ich berechnet, daB, wenn ebensoviel 
Amino-N aus der entsprechenden gepaarten Gallenséure entstanden ware, 
ein wie groBer Teil der Saéure zerfallen wire. 


Versuche. 


Im folgenden beschreibe ich als Beispiel einen Versuch ausfiihrlich. 
(Versuchsreihe 5.) 

100 cem 10% ige Caseinsuspension wurde mit NaOH auf pg = 8,1 
eingestellt. Dazu kam 1,5 ccm Toluol und das Gemisch wurde 24 Stunden 
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lang im Thermostaten bei 37°C aufbewahrt. Dadurch wird das Casein 
volistandig gelést. Gleichzeitig wurde die 1°,ige Lésung von glyko- 
cholsaurem Na (100 ccm) auf dieselbe Reaktion eingestellt und mit 
1,5cem Toluol ebenfalls auf 24 Stunden bei 37°C in den Thermostaten 
gebracht. 

Am niachsten Tage kam zu den beiden Lésungen je 10 ccm frische 
Trypsinlésung, und die Reaktion wurde nachher wieder auf py = 8,1 
korrigiert. Von jeder Probe wurden je 10ccm entnommen und nach 
Aufkochen der Amino-N nach van Slyke bestimmt. Hierzu muBten 
die Caseinlésungen zehnfach verdiinnt werden. 

2cem verdiinnte Caseinlésung enthielt 0,225 mg Amino-N, die 
ganze Probe also 112,0 mg Amino-N. 

100 cem 1 °,,ige glykocholsaure Na-Lésung enthielt 9,0 mg Amino-N. 
Wahrend der Amino-N Gehalt in der Lésung von glykocholsaurem 
Na trotz der Gegenwart von Trypsin im Laufe der nachsten 24 Stunden 
konstant blieb, nahm er in der Caseinlésung unter der Wirkung des 
Trypsins nach 2 Stunden um etwa 25°, nach 6 Stunden um etwa 
60°, und nach 24 Stunden um fast 100°, zu. 

100 cem 1°%,ige glykocholsaure Na-Lésung (1g glykocholsaures 
Na) wiirde bei vollstandiger Hydrolyse etwa 29mg Amino-N geben. 
Ware also die Trypsinlésung auf die gepaarten Gallensauren ebenso 
wirksam wie auf das Casein, so kénnte in derselben Zeit etwa die drei- 
fache Menge gespalten werden. 

Ebenso wie dieser Versuch, verliefen auch die anderen vier Ver- 
suchsreihen. Durchgehends zeigte sich, da&B Trypsin die gepaarten 
Gallensdiuren nicht angreift. 


Zusammenfassung. 


Es ist damit bewiesen, daB die gepaarten Gallensduren durch 
Trypsin nicht gespalten werden und es sind somit die Bedingungen 
vorhanden, daB sie im Darm mit den Fettsiuren Verbindungen ein- 
gehen. Ihre Bedeutung fiir die Fettresorption ist demnach durchaus 
begriindet. 

Literatur. 

1) Verzdr und Kithy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929. — 2) Licht, eben- 
daselbst 158, 159, 1924. —- 3) Wieland und Reverey, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 140, 189, 1924. — 4) Rosenthal und v. Falkenhausen, Klin. Wochen- 
schrift 2, 1111. — 5) Kostydl, M. O. A. 27, 276, 1926. 
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Die Verbindung der gepaarten Gallensiuren 
mit Fettsiuren und ihre Bedeutung fiir die Fettresorption. 


Il. Mitteilung: 
Léslichkeit und Diffusibilitat. 


Von 
F. Verzér und A. Kuthy. 


(Aus dem Physiologischen und allgemeinen Pathologischen Institut der 
Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

In einer friiheren Arbeit haben wir (1) gezeigt, da} wenn man 
gepaarte Gallenséuren bzw. deren Salze, glykocholsaures Na bzw. 
taurocholsaures Na mit Fettséuren, wie Oleinsiure, Stearinsaure 
und Palmitinsiure, in feiner Emulsion zusammenbringt, eine klare 
Lésung entsteht, welche zwei biologisch wichtige Eigenschaften hat: 

1. sind die Fettsauren dadurch diffusibel geworden; es handelt 
sich also wahrscheinlich um eine molekular-disperse Lésung derselben 
und 


2. sind diese Lésungen in Puffern! von pg = 6,2 aufwarts stabil. 
Diese molekulare Lésung der Fettsiuren gelingt also nicht nur in 
alkalischen Lésungen, was auf eine Alkaliseifenbildung folgern lassen 
wiirde, sondern die Verbindung kommt selbst bei saurer Reaktion 
zustande. 


Physiologisch wichtig war dieser Befund deshalb, weil er zeigte, 
auf welche Weise es iiberhaupt médglich ist, daB die Fette nach ihrer 


1 Die benutzten Pufferlésungen sind durch Mischung von m/30 H,PO,, 
m/30 NaH,PO,, m/30 Na,HPO,, m/60 Na,HPO, hergestellt worden. 
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Spaltung zu Fettsiuren, bei der im Darm gewoéhnlich herrschenden 
neutralen bzw. schwach sauren Reaktion resorbiert werden, d. h. 
in wasserloslicher Form das Darmepithel als Diffusionsmembran 
passieren. 

In ihrer, fiir die ganze Frage der Gallensdure-Fettséureverbindungen 
grundlegenden Arbeit haben Wieland und Sorge (2) auch die physio- 
logische Bedeutung der Galle besprochen. 


Sie schreiben: ,,Man wird gegen den Versuch, die an der Desoxychol- 
séure und Cholséure gemachten Erfahrungen auf die natiirlichen gepaarten 
Gallensiuren zu iibertragen, den an sich berechtigten Einwand erheben, 
daB in der Galle jene Saéuren ja nicht in freier Form, sondern nur mit 
Glykokoll und Taurin gepaart vorkommen. In der Tat liegt bis jetzt kein 
Beweis fiir das Gegenteil vor und miihevolle und zeitraubende Versuche, 
durch die wir die Frage nach dem Vorkommen der ungepaarten Gallensaéuren 
in der Galle beantworten wollen, sind noch nicht zum Abschlu8 gelangt.*‘ 
Es wird dann aber die Arbeit von Wahlgren und Gulbring zitiert, die aus 
der Galle Glykocholeinséure und Taurocholeinsféure dargestellt haben, so 
da8 daraus gefolgert wird, daB auch Verbindungen der gepaarten Gallen- 
séuren als Choleinsiuren vorkommen. ,,Das Choleinséureprinzip gelte 
also auch fiir die gepaarten Desoxycholséuren.“ 


Dieser Nachweis, daB in der Galle selbst gepaarte Choleinsauren 
vorhanden sind, ist natiirlich noch kein Beweis dafiir, daB auch im 
Darm solche zustande kommen kénnen. Dazu brauchte man erst 
den Nachweis, daB sie im Darm nicht zerfallen und daB sie auch in 
Lésung mit Fettsiuren zusammengebracht ebenso leicht Cholein- 
siuren bilden, wie die Desoxycholsaure. 


Es war also zuerst nachzuweisen, dafs die gepaarten 
Gallensiuren im Darm tatsichlich als solche bestehen bleiben. Wie 
aus einer Untersuchung von Beznék (3) (s. 8.262) hervorgeht, greift 
Trypsin die gepaarten Gallensiuren nicht an und auch durch die 
Fazes-Bakterien werden sie nach Licht (4) nicht zerstért. Es ist somit 
bewiesen, da$ die Bedingungen fiir ihre spezifische Wirksamkeit im 
Darm gegeben sind. 


Die von uns beobachteten Verbindungen weichen von den von 
Wieland studierten Verbindungen der Desoxycholsiure mit den Fett- 
sauren ab, denn wahrend diese nur in alkalischer Lésung stabil sind, 
ist es mit den gepaarten Gallensiuren méglich, die Fettsiuren auch 
bei saurer Reaktion in Lésung zu halten. Die biologische Bedeutung 
liegt gerade in dieser Verschiebung des Léslichkeitsgrades und wir 
sehen in Gegenwart von gepaarten Gallensiuren einen physiologisch 
wichtigen Punkt. 


Im folgenden sollten nun die Eigenschaften dieser Verbindungen 
studiert werden, um iiber die physikalisch-chemische Natur dieser 
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Verbindung naheres zu erfahren. Es handelt sich nicht um eine ein- 
heitliche Lésung. Wenn man gepaarte Gallensiuren mit Fettsiuren 
zusammenbringt, so erhilt man anfinglich klare Lésungen, aber bei 
gréBeren Konzentrationen behalt die Lésung eine gewisse Triibung. 
Neben der diffusiblen, molekulardispers gelésten gepaarten Cholein- 
siure bleiben also, wie es scheint, noch gréBere Komplexe in feiner 
Emulsion bestehen. Es handelt sich deshalb darum, den Zustand 
dieses komplexen Systems zu studieren. 


Versuche. 
I. Quantitative Verhdltnisse zwischen Fetisdure und gepaarter Gallensdure. 


Zum Studium des Verhiltnisses der beiden aufeinander reagierenden 
Teile wurden verschieden konzentrierte Lésungen von Fettsiiure in 
Pufferlésungen gemacht und dann so viel gepaarte Gallensaure hinzu- 
gesetzt, bis die Lésung sich ganz klarte. Da mit Stearin- und 
Palmitinsiure die Herstellung von Lésungen bei Zimmertemperatur 
schwerer gelingt, als mit Oleinsdure, wurden alle Versuche mit letzterer 
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Abb.1. Titrationskurven der Olsaure. 





mit Na taurocholat bei Pq = 6,5 mit Na glykocholat bei pq = 6,5 
a iaiaied » Nea > - Pu=70 —x— , Na - - Pa=70 
-——~- , Na - - Pa =75 -xx- , Na ‘ - Pa =75 


ausgefiihrt. Die Abb. 1 zeigt diese Versuche bei drei verschiedenen 
pu und mit Tauro- bzw. Glykocholsiure. Die Kurven zeigen das 
Folgende : 
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1. In allen Fallen ist zur Lésung einer gewissen Menge Fettsaure 
relativ weniger Glykocholsaure als Taurocholsaure nétig. Die Ursache 
diirfte sein, daB8 das Molekulargewicht der Taurocholsaure gréBer 
ist (Molekulargewicht der Taurocholsdure 514,4, der Glykocholsaure 
465,3, ersteres ist also etwa um 10°, gréBer). 


2. Je mehr sauer die Lésung ist, eine um so gréBere Menge von 
gepaarter Gallensaure ist zur Lésung nétig. 


3. Mit Zunahme der Fettsdurenkonzentration steigt die Menge 
der nétigen gepaarten Gallensiure zuerst steil an, dann aber 
wird die Kurve der Gallenséure flach, und von einer gewissen 
Fettsiuremenge an ist fiir jede Quantitat die Gallensiure praktisch 
dieselbe. 

4. Der Unterschied zwischen den fiir ganz geringe und grofe 
Mengen von Fettsiuren nétigen Gallensiuren ist um so kleiner, je 
mehr man in das alkalische Bereich gelangt. 


Es geht also in Bestatigung unserer friiheren Angaben hervor, 
daB man auch bei saurer Reaktion mittels gepaarten Gallensiuren 
Fettsduren lésen kann. Diese Fahigkeit der gepaarten Gallensaure, 
welche der ungepaarten Cholsaure und Desoxycholsaure nicht zukommt, 
ist auf die NH-Gruppe der Glykocholséure und Taurocholsaure zuriick- 
fiihrbar. 


Man kann sich iiber die Verhaltnisse von der alkalischen Seite 
ausgehend das folgende Bild machen: 


« In stark alkalischen Lésungen (pg = 9) ist alle Fettsdure als 
Alkaliseife vorhanden. In Lésungen von py = 7 ist relativ wenig, 
in Lésungen von pq = 6,5 sehr viel Gallensdure nétig, um die Fett- 
siuren in Lésung zu bringen. Anfanglich um so mehr Gallensaure, 
je mehr Fettsaéure. Es bilden sich also molekulare Verbindungen von 
Fettsaéure mit gepaarter Gallensiure. Dann aber wirkt jedes Gallen- 
siuremolekiil auf mehrere Fettsiuremolekiile und halt diese in Lésung. 
Die Gallensiure-Fettsaure-Verbindungen sind also an sich fiahig, 
Fettséuren in Emulsion zu halten. 


In einer bestimmten Lésung von py = 7,5 vermag z. B. ungefahr 
100 mg Glykocholsaéure in Lésung zu halten 50 mg Oleinsaure, aber 
auch ungefaihr 100, 200 usw. 


Oder in einer Lésung von py = 6,5 vermag ungefahr 400 mg 
Glykocholsaure 50 bis 200 usw. mg Oleinsdure zu lésen. 


Das méchten wir vorerst mit der Hypothese erklaren, da6 anfainglich 
molekulare Verbindungen zustande kommen, dann aber polydisperse 
Lésungen entstehen. 
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In geringerer Konzentration ist deutlich eine Zunahme der nétigen 
Gallensaure mit der Zunahme der Fettsiure zu sehen. So entspricht 
bei Pa = 7,5 
2,5mg Fettsiure 25mg gepaarter Taurocholsdéure 
Sys - ., o - 
© i", ro 7 6 s Pm 

und bei py = 6,5 


2,5 mg Fettsiure 50mg Taurocholsaéure 


oo % 160 ,, » 
10 ” . 290 ” ” 
0 fs 9 370 ,, - : 


Man kénnte sich das vielleicht aus dem folgenden Schema verstandlich 


machen: 
bo a 








7:74 2:7 3:8 “9 
N 
> 
~" 
38 “ 
NS e 
£8 
= CE SS 
7 2 3 - 
Molekii! Fettséure 
Abb. 2. 
© Fettsaure. @ Gallensaure. 


Es waren, um | Fettsaiuremolekiil in Lésung zu bringen, 4 Gallen- 
siuremolekiile nétig, weil das Fettsiuremolekil erst dann von allen 
Seiten mit dem gepaarten Gallensiiuremolekiil umgeben ware. Sind 
aber 2 Fettsaéuremolekiile in Lésung zu bringen, so braucht man dazu 
nicht zweimal soviel Gallensiuremolekiile, weil eines gemeinsam ist. 
Bei 3 Fettsduremolekiilen braucht man nicht dreimal soviel, sondern 
nur um | mehr als bei 2 Fettsauren usw. Es wird dadurch bei geringen 
Fettsauremengen die zur Lésung nétige Gallensaure proportional 
(bzw. fast proportional) der Fettsaure zunehmen, dann aber wird 
ein Punkt erreicht, wo praktisch jede Fettsaurequantitat durch dieselbe 
Menge Gallensaure gelést werden kann. Die auf diese Weise geliste 
Fettsaiure bildet aber gréBere Komplexe; sie ist nicht mehr rein mole- 
kulardispers, sondern zum Teil eine Emulsion. 


H. Rheinboldt (5) hat von den Verbindungen der Desoxycholsaéuren 
und Fettsaéuren, den sogenannten Choleinsaéuren, gezeigt, das diese Molekiil- 
verbindungen vollsténdig von den bisher bekannten abweichen; denn 
1 Molekiil Fettséure verbindet sich hier mit 8 Molekiilen Gallensaure. 
Nach Wieland und Sorge gibt nicht die Carboxylgruppe, sondern die Me- 
thylengruppe der Fettsaéuren die Bindungsenergie. Daraus war es méglich, 
die Hypothese zu priifen, ob in diesen Verbindungen um die Fettsaure- 
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molekiile als Koordinationszentren sich die Gallensiuremolekiile gruppieren. 
Es zeigte sich, da8, wenn man in der Reihe der Paraffincarboncholeinsaéuren 
aufwarts schreitet, das Verhaltnis der Fettsaéuremolekiile zu den Des- 
oxycholséuremolekiilen sich ganz dieser Theorie entsprechend darstellt. 
Es treten die Verbindungszahlen 1, 3, 4, 6, 8 auf. Rheinboldt zitiert Lembert', 
nach welchem schon die Koordinationszah! 2 nicht vorkommt, weil dann 
»keine vOdllige Umbhiillung des Zentralatoms erreicht werden kann“, und 
20, ,,weil dann infolge des groBen Abstandes zwischen Koordinations- 
zentrum und den Addenden die Anziehungskraft des Zentralatoms zum 
Zusammenhalten des Komplexes nicht ausreicht“. Nach Rheinboldt treten 
also als Koordinationszentren Molekiile auf, um die die Desoxycholséure- 
molekiile réumlich symmetrisch gruppiert sind. ,,Molekiilverbindungen 
dieses Typs, die nach dem Prinzip der Komplexverbindungen aufgebaut 
sind, bezeichnet er als ,,organische Molekiilverbindungen héherer Art“. 

Es scheint uns, wie aus unseren Beobachtungen hervorgeht, 
daB oberhalb gewisser Konzentrationen sich dann noch gréBere Kom- 
plexe bilden. 

Demnach wire die Wirkung der gepaarten Gallensiuren auf die 
Fettsiuren die, daB sich zuerst molekulare Verbindungen und bei 
groBeren Konzentrationen kolloidale bzw. emulsoide Systeme bilden, 
wobei aber die zuerst gebildeten molekulardispersen Komplexe auch 
dann bestehen bleiben, wenn die groBen Komplexe sich bilden. Mittels 
dieser Hypothese sollen nun die Eigenschaften dieser Lésungen weiter 
untersucht werden. : 


II. Rest-Triibung. 


Wenn man zu einer Fettsaiurelésung gepaarte Gallensiuren gibt, 
so klart sich die triibe Emulsion auf. Allerdings ist das nicht voll- 
kommen der Fall; sondern es bleibt immer noch ein geringer Rest 
von Triibung bestehen. Bei kleiner Fettsiurekonzentration ist diese 
Rest-Triibung sehr gering. Man bemerkt sie nur, wenn man die Fett- 
sdiure-Gallensiure-Lésung mit einer Gallensiurelésung  vergleicht. 
Dagegen ist bei starker konzentrierten Fettsiurelésungen, wenn man 
auch noch soviel gepaarte Gallensiure hinzusetzt, die Resttriibung 
sehr bedeutend. 

Um die quantitativen Verhiltnisse verfolgen zu kénnen, haben 
wir die nach der vorigen Versuchsreihe mit gepaarten Gallensaéuren 
gemengten Fettsaiurelésungen nephelometrisch ‘untersucht. Dabei 
wurde jede Mischung mit dem Triibungsgrad einer Lésung verglichen, 
welche 10 mg Oleinséure auf 50 ccm Puffer sowie 165 mg Na-Glyko- 
cholat enthielt. 

Abb.3 gibt die Triibungsgrade von verschiedenen Fettsaure- 
lésungen an, wenn man so viel gepaarte Gallensaiure hinzufiigt, bis 
die Lésung iiberhaupt noch eine Anderung zeigte. 


1 Zeitschr. f. Physiol. Chem. 104, 108, 1923. 
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1. Alle Kurven zeigen insofern ein einheitliches Verhalten, als 
sie am Anfangsteil flach verlaufen und dann langsam ansteigen, d. h. 
von 2,5 bis 10 mg ist nach Lésung mit gepaarter Gallensaure die Rest- 
triibung gleich, steigt dann aber entsprechend der Zunahme der Fett- 
siurekonzentration. Die konzentrierten Lésungen sind also um so 
triiber, je mehr Fettsdure sie enthalten. 
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Abb. 3. Resttriibung. 
mit Na taurocholat bei Py = 6,5. mit Na glykocholat bei Py = 65 
--- . Ne * ~ Pu = 7.0. —x— ,. Na e + Pxr= 7,0. 
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2. Auch hier zeigt sich: Na-Taurocholat gibt triibere Lésungen 
als Na-Glykocholat. 


3. Saure Lésungen sind triiber als alkalische oder neutrale. 


Die Kurven scheinen uns nun sehr wohl mit der obigen Hypothese 
zu vereinigen zu sein. In den verdiinnten Fettsaurelésungen ist nur 
eine sehr geringe Rest-Triibung vorhanden, welche mit der Konzen- 
tration nicht ansteigt. Wir machen zwei Annahmen. Die Triibung kénnte 
a) von dem Komplex Fettsaure-Gallenséure stammen oder b) von 
einer geringen Menge dissoziierter Fettsiure, welche in Form feinster 
Emulsion vorhanden ware und dem Massenwirkungsgesetz entsprechend 
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nicht als Verbindung, sondern als dissoziiertes Fettsiureion diesen 
Effekt geben wiirde. Gegen letzteres scheint zu sprechen, daB diese 
klaren Lésungen auch ultramikroskopisch keine Teilchen zeigen (s. 
die I. Mitteilung). Ich halte deshalb die erstere Annahme fiir wahr- 
scheinlicher. 

In den konzentrierteren Lésungen iiber 10 mg Fettsiure in 30 ccm 
Puffer steigt die Triibung deshalb, weil immer mehr gréBere, grob 
disperse Komplexe sich bilden, so wie es das Schema verlangt. In den 
konzentrierteren Lésungen ist nur ein kleiner Teil der Fettséure 
molekulardispers vorhanden, wahrend der andere Teil als Emulsion 
weniger fein dispergiert ist und deshalb die Triitbung gibt. Nephelo- 
metrisch ]aBt sich nachweisen, daB bei gleichem Gehalt an gepaarter 
Gallensaure die Rest-Triibung um so gréBer ist, je mehr Fettsiure 
gelést wird, d. h. je mehr kolloidal geléste Fettsiurekomplexe in diesem 
polydispersen System vorhanden sind. 


ITI. Difjusionsversuche 
mit verschiedenen konzentrierten Lésungen von Fettsduren. 


Wenn die vorige Annahme richtig ist, daB die Fettsiuren durch 
die Gallenséuren teils molekular, aber auch grobdispers gelést vor- 
handen sind, so wird aus konzentrierten Lésungen nicht alle Fettsaure 
durch Pergamenthiilsen diffundieren. 

Wir haben in unseren friiheren Versuchen gezeigt, da in den 
sehr verdiinnten Lésungen von Fettsiuren mit gepaarten Gallen- 
siuren praktisch alle Fettsaure diffusibel, also molekular gelést, ist. 
In Diffusionsversuchen von 12 Stunden ist ein vollstindiger Aus- 
gleich zwischen der AuBen- und Innenfliissigkeit zustande gekommen. 
[Die verwendeten Schleicher und Schiillschen Diffusionshiilsen (Nr. 579) 
sind impermeabel fiir Hamoglobinlésungen. } 

Nach unseren Annahmen in Teil I und II mu8 zwar bei einer be- 
stimmten Konzentration von gepaarten Gallensiuren um so mehr 
Fett gelést werden und um so mehr auch molekulardispers sein, je 
konzentrierter die Fettsaurelésung ist, jedoch nimmt die Menge des 
molekulardispersen Anteiles, wie insbesondere aus den Kurven im 
I. Teil hervorgeht, nicht gleichmaBig zu, sondern strebt einem Maximum 
zu. Je konzentrierter die Fettsiurelésung ist, absolut um so mehr, 
relativ jedoch um so weniger Fettsiure wird molekular gelést. 


Das beweisen die folgenden Diffusionsversuche, in welchen wir 
je zwei Fettsiurelésungen von verschiedener Konzentration und bei 
zwei verschiedenen py diffundieren lieBen (Tabelle I). Methodisch 
sind diese Versuche ahnlich ausgefiihrt, wie in unserer ersten Mit- 
teilung. Fettsiure wurde in Pufferlésung emulgiert und hierzu gepaarte 
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Tabelle I. 








Konzentration 
| der Olsiure in °/, 


Volumen 


der Flissigkeit in ccm Olsaure in mg 











auBen 





Versuch Pu innen innen auBen 

innen auBen — faa ory mm alia ie eee 
Nr. Anfang Ende Anfang, Ende 

1 6,5 60 52 49 31 22 | 0,081 | 0,052 | 0,042 

2 6,5 60 64 147 103 50 | 0,250 0,172 0,078 

3 7,0 60 56 35,2 20 15 0,059 | 0,083 | 0,027 

4 7,0 60 58 131 85 40 0,220 0,142 | 0,069 

1. 60cem Puffer, 12,6cem 5% Na-Glykocholat, 1,2cem 5%, Olsaure 
. SP oe i Ae SS | ee | See 
ae ~ oe. Sa rm os...  &% 
4.0 . o MO. wv: O%* ow - i eos > 

Gallensaurelésung hinzugesetzt. Die AuBenfliissigkeit bestand aus 


demselben Puffer und gepaarter Gallensaure, in derselben Konzentration. 
Die Diffusion der Fettsauren fand also von innen nach auBen statt. 
Die Konzentration der Oleinséure in der ersten Versuchsreihe bei 
Pu = 6,5 war 0,081°%. Nach Il6stiindiger Diffusion hatte sich fast 
volistandiges Gleichgewicht hergestellt, 0,052 °,, innen, 0,042 °,, auBen. 
Hier war also alle Fettsaure, mindestens 80 °,,, sicherlich in molekular- 
disperser. wasserléslicher Form vorhanden 


In einer dreimal konzentrierteren Lésung von 0,25°,, war nach 
16 Stunden innen 0,172°,, auBen nur 0,078°%, Fettsaiure vorhanden. 
Nachdem die AuBen- und Innenfliissigkeit ungefaihr die gleiche Menge 
war, ist also beim Gleichgewichtszustand innen ebensoviel molekular- 
dispers vorhanden als auBen gefunden wird. Zusammen ist etwa also 
zwei Drittel der Fettsiure molekular dispers gewesen. 


Ganz dasselbe war der Fall in dem dritten und vierten Versuch, 
bei po = 7. Auch hier zeigt sich, daB in der 0,059°, igen Lésung 
praktisch alle Fettsaure diffusibel (molekulardispers) ist bzw. mindestens 
90°. In der konzentrierten Lésung von 0,220°, war dagegen nur 
etwa 60°, der Fettséure (2 x 0,069°,), also absolut zwar mehr als 
doppelt so viel, relativ aber weniger, molekulardispers. 


Demnach zeigen diese Diffusionsversuche vollkommen klar, dab 
wir es‘in Ubereinstimmung mit den vorigen Versuchsreihen mit Lésungen 
zu tun haben, die besonders in groBen Verdiinnungen ganz molekular- 
dispers, in  konzentrierteren dagegen zum Teil in griferen 
Komplexen vorhanden sind. Mit der Konzentration nimmt die relative 
Menge des diffusiblen Anteiles ab, d.h. in konzentrierteren Lésungen 
ist relativ mehr grobdispers gelést. 
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In weiteren vier Diffusionsversuchen (Tabelle IT) wurde nun 
so vorgegangen, daB zweimal (Versuch Nr. 5 und 6) die AuBenfliissigkeit 
nach je 16 Stunden mit reiner Puffer-Gallensiurelésung ausgetauscht 
wurde. Dadurch begann, nachdem der Gleichgewichtszustand auf- 
gehoben wurde, eine neue Diffusion. In Versuch Nr.7 und 8 wurde 
zum Vergleich die AuBenfliissigkeit nicht gewechselt. Hier war das 
Diffusionsgleichgewicht nach 3 x 16 Stunden bei etwa 0,080°,, Fett- 
siure in der AuBenfliissigkeit noch dasselbe wie in Versuch Nr. 5 und 6, 
wo dasselbe schon nach 16 Stunden eingetreten war. Von 0,212°, 
‘ettsiure befand sich also etwa 0,160 °%, in diffusibler Form bzw. in 
der Innenfliissigkeit war auch noch 0,080 °% diffusibel. Nach Austausch 
der AuBenfliissigkeit stellte sich das Diffusionsgleichgewicht in den 
nachsten 16 Stunden etwa bei 0,03°/,, nach weiterem Austausch bei 
etwa 0,02°, ein. Durch fraktionierte Diffusion 1aBt sich also alle 
diffusible Fettsaure entfernen. 

In weiteren Versuchen haben wir nicht nur die Diffusion der 
Fettsaure, sondern damit parallel auch die der Glykocholsaure be- 
stimmt. In diesen Versuchen sollte gezeigt werden, ob der Komplex 
gepaarter Gallensdiure-Fettséure wihrend der Diffusion in einem be- 
stimmten Verhaltnis der beiden Anteile bestehen bleibt. 

Wird zu Oleinséure in einer Konzentration von etwa 0,2 °, etwa 
die dreifache Menge Glykocholséure hinzugegeben, so erhalt man 
eine klare Lésung. LaBt man diese gegen destilliertes Wasser diffun- 
dieren und wechselt die AuBenfliissigkeit alle 16 Stunden, so erhalt 
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Abb. 4. Zeitlicher Verlauf der Diffusion I. 


------ Glykocholsaure allein (Versuch 15 und 16). 
--= i in Gegenwart von Olsaure | 
Olsaure in Gegenwart von Glykocholsaure |! Veweeh 13 und 14. 





man die in der Tabelle III in Versuch 13 und 14 wiedergegebenen 
Werte. Fiir Periode 1, 2 und 3 ist jeweils die Menge der diffundierten 
Fettsiure und Glykocholsaiure besonders bestimmt. In Abb. 4 sind 
die Mittelwerte der beiden Versuchspaare in Kurven wiedergegeben. 

Es zeigt sich 1., daB wenn in der AuBenfliissigkeit keine Glykochol- 
siure zugegen ist, die Diffusionsgeschwindigkeit des Olsiure-Glykochol- 
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Tabelle Il. 
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sdaurekomplexes wesentlich geringer ist als im Gegenfall (s. z. B. Tabelle I, 
Versuch 1 bis 4 und Tabelle II, Versuch 5 bis 8). 


2. Bestimmt man zum Vergleich die Diffusion von Glykocholsaure 
allein in derselben Konzentration (Versuch 15 und 16), so zeigt sich, 
daB diese viel rascher diffundiert. Durch die Bindung der Glykochol- 
siure an Olsiure wird also die Diffusionsgeschwindigkeit der ersteren 
verlangsamt, die der letzteren erhéht (bzw. erst méglich). Das beweist, 
daB die Glykocholsiure an die Olsiure gebunden wurde. 


3. Das Verhaltnis der zusammen diffundierenden Mengen von 
Olsiure und Glykocholsiure ist etwa 1:5. Dieses konstante Ver- 
haltnis weist auf eine stéchiometrische Bindung der beiden Bestandteile 
in dem Gewichtsverhiltnis 1:5, das hei®t auf 1 Molekiil Olsaure 
(Molekulargewicht 282,27) etwa 3 Molekiil Glykocholsaure (Mole- 
kulargewicht 465,33), doch kann hieraus nichts Endgiiltiges tiber diesen 
Punkt ausgesagt werden. (In der dritten Periode hat sich das Ver- 
haltnis verschoben.) Endgiiltige Werte kénnten nur durch Unter- 
suchungen, wie sie von Rheinboldt an ungepaarten Choleinsaiuren 
ausgefiihrt wurden (6), erhalten werden. 
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Abb. 5. Zeitlicher Verlauf der Diffusion II. 


—+— Glykocholsaure allein. 
aa pa in Gegenwart von Olsaure. 
—— Olsaure in Gegenwart von Glykocholsaure. 


In den Versuchen 17 und 18 (Abb.5) wird ein Uberflu8 von 
Glykocholsaure benutzt, nimlich etwa die doppelte Menge, die zur 
klaren Lésung nétig ist. Wie zu erwarten, blieb ein Teil der Glykochol- 
siure frei und diffundierte deshalb rascher als der an Olsiure gebundene 
Teil. Die Diffusionskurve einer Glykocholsdurelésung ohne Fettsaure 
zeigt auch hier, daB die Diffusion der ersteren durch die Gegenwart 
von Fettsiure gehemmt wird. Vergleicht man aber die Diffusions- 
kurve der Glykocholsdiure in Gegenwart der Fettsaure mit Versuch 13 
und 14, so sieht man, daB sie sich der Diffusionskurve der freien 
Glykocholsaure nahert. Ware auch hier alle Gallensaure an die Fett- 
siure gebunden, so wiirden die beiden auch hier parallel diffundieren. 
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Daraus, daB das nicht der Fall ist, folgt gerade, daB hier ein Teil der 
Glykocholsiure im Uberflu8, also nicht mehr gebunden war. 

Zur Ergainzung dieser Diffusionsversuche haben wir noch zwei 
Kontrollversuchsreihen ausgefiihrt. In Tabelle IV ist gezeigt, da’ 
wenn man Olsaure allein in ebenso feiner Emulsion in die Diffusions- 
hiilse setzt, keine Diffusion stattfindet. Das war nétig zu untersuchen, 
um dem Einwand zu begegnen, da8 durch unsere Diffusionshiilsen 
ein Durchtritt auch schon ohne Bindung an die gepaarten Gallen- 
siuren mdéglich ware. 

Tabelle IV. 





Konzentration 
der Olsaure in °/, 


Volumen - , 
der Fliissigkeit in ccm Olsdure in mg 








Versuch Pu innen aufen innen auBen 
innen auBen om em pint |. Pee ee 
Nr. Anfang Ende Anfang Ende 
11 7,0 50 56 119 122 4 0,238 0,244" — 
12 7,0 50 54 119 124 3 6,238 |0,250* — 


* 100ccm Puffer, 5ccm 5°/ 9 Olsaure. 


Ferner wurde in den Kontrollversuchen der Tabelle V_ gezeigt, 
daB wenn man nicht Fettséure, sondern neutrales Fett (in unseren 
Versuchen von den Fettsauren befreites Olivél) verwendet und sonst 
den Versuch genau so aufstell;, wie in den Diffusionsversuchen mit 
Glykocholsiure-Olsiure, gar keine Diffusion eintritt. Auf die un- 
gespaltenen Fette haben also die Gallensiuren nicht die Wirkung, 
sie diffusibel zu machen. Dieser Versuch zeigt, daB die Fettspaltung 
im Darm nétig ist, um die diffusible Bindung mit gepaarten Gallen- 
siuren méglich zu machen. 


Tabelle VY. 





— = — s 








| Volumen : Konzentration 
|| der Fliissigkeit in ccm Ol in mg des Ols in °/, 
| — “< atte 
Versuch PH | innen auBen innen auBben 
innen auBen on pm on pan 
Nr. Anfang Ende Anfang Ende 
9 6,5 50 


| 62 119 127 | 2,5* 0,238 | 0,254*, — 
10 7,0 50 | 58 119 | 115 — || 0,288 | 0,280"; - 


60 cem Puffer, 20cem 5% Na-Glykocholat, 4cem 5% Ol. 


* Die Differenzen sind nur durch Analysenfebler der sehr geringen Mengen bedingt. Sie 
sind ohne Bedeutung. 


IV. Filtrationsversuche. 


Um einen weiteren Einblick in den Aufbau dieser Lésungen zu 
gewinnen, sind wir nun des weiteren so vorgegangen, dab wir die in 
Biochemische Zeitschrift Band 210. 19 
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Pufferlésung mit gepaarten Gallensdiuren gelésten Fettsiuren durch 
Filter mit verschiedener Porenweite filtrierten. Dabei wurde untersucht, 
ob durch die verschiedene Porenweite verschiedene Quantitaten der 
Fettsauren durchtreten, entsprechend dem _ verschiedenen Disper- 
sitatsgrad. 

Als Beispiel diene der folgende Versuch: In 200 ccm Pufferlésung 
von pa= 6,5 wurde von einer 5°, igen alkalischen Olsiurelésung 
3,6cem mit 38cem 5° ,igem Na-Glykocholat gelést. Durch ein 
Zsigmondysches Ultrafilter wurde nun mit einem Vakuum von 210 mm Hg 
Druck filtriert. In je 50 ccm Flissigkeit wurde dann vor und nach 
der Filtration der Gehalt an Fettsiure bestimmt. 

Wie man aus der Versuchstabelle sieht (Tabelle VI), hat das grébste 
Filter: Membranfilter Mittel mit einer Sekundenzahl von 8 (d.h. 
100 ccm dest. Wasser wurden bei diesem Druck auf 100 ccm Filter- 
oberflache berechnet, in 8 Sekunden durchfiltriert), gar keine Fett- 
siure zuriickgehalten. 

Tabelle VI. 





Konzentration der 


Olsaure in 50 ccm Olsdure in 50 ccm 

















Pu Senntatntne | Sekundens Flissigkeit inmg | Flissigkeit in °/o 
vor nach | vor nach 

east 13 lis SMS a Roa Filtration Filtration | Filtration Filtration 
6,5 Membranfilter, mittel 8 37 41 0,074 0,074 
6,5 a fein 24 37 20 0,074 0,040 
6,5 Ultrafeinfilter, schnell 140 20 18 0,040 0,036 
6,5 2 mittel 2400 18 8,5 0,036 0,017 


200 cem Puffer, 3,6cem 5% Olsiure, 38cem 5% Na-Glykocholat. 


,.Membranfilter fein’ und ,,Ultrafeinfilter schnell‘ mit Sekunden- 
zahlen von 24 bis 140 haben dagegen einen groBen Teil, nahezu die 
Halfte allen Fettes, zuriickgehalten. Dieses war also in gréBeren 
Teilchen vorhanden. 

Endlich wurde durch das ,,Ultrafeinfilter mittel‘‘ mit der Sekunden- 
zahl] 2400 filtriert: hier kam nur noch 0,017°, Fett durch, gegeniiber 
0,074, das den ersten Filter passierte, also rund 25°, des ganzen 
Fettes. 

Diese Versuche geben ein gewisses Bild tiber die Verteilung der 
GréBe der Fettsiurekomplexe in diesen Lésungen und zeigen, dab 
unsere Annahme iiber verschieden groBbe Komplexe zu Recht besteht. 
Allerdings ist es unverstandlich, daB aus 0,081 °, bzw. 0,059 °,, Lésungen 
alle Fettsaiure diffundiert (s. die vorige Versuchsreihe), wahrend das 
Ultrafilter (Sekundenzah] 2400) nur etwa 25°, Fettsaéure aus einer 
etwa ebenso konzentrierten Lésung (0,074 °%,) durchlaBt! Hier be- 
stehen noch Unklarheiten! 
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V. Kolloidausfdllung. 


Der komplexe Bau dieser Lésungen, in welchen neben molekular- 
dispersen Teilen auch gréBere Aggregate vorkommen, macht es ver- 
stindlich, daB die Lésung der Fettsiuren mit gepaarten Gallensiuren 
ebenso ausgefallt wird, wie eine kolloidale Lésung. 

Die Lésungen benehmen sich wie negativ geladene Kolloide. 
Sie lassen sich aussalzen, und zwar durch NaCl bis 0,5n, CaCl, bis 
0.1 n, AICL, bis 0,001 n. Die Fallbarkeit ist also am starksten durch 
das dreiwertige Al***. Die Fettsiurelésung enthalt also negativ ge- 
ladene Teilchen. 

Ferner gelingt es, die Lésungen auch durch andere Kolloide aus- 
zufallen. So gibt Hamoglobin in 0,5°,iger Lésung unterhalb py = 6,7 
eine Fallung. Der isoelektrische Punkt von Hamoglobjn liegt bei 
Pu = 6,7 und unterhalb dieses ist es elektro-positiv. Daher fiallt 
es diese negativen Teilchen aus. 

Diese Befunde stehen nicht im Gegensatz zu der Auffassung von 
der molekulardispersen Form der Fettsiuren in diesen Lésungen. 
Sie zeigen umgekehrt nur, dafs auch komplexe, kolloide Teilchen vor- 
handen sind, daB es sich also tatsaichlich um eine polydisperse Lésung 
handelt. 

Zusammenfassung. 


1. Die Untersuchung des quantitativen Verhaltnisses von Fett- 
saure zu der sie in Lésung haltenden gepaarten Gallensaiure hat gezeigt, 
daB es sich um komplexe Verhialtnisse handelt, bei welchen anfanglich 
molekulare, dann aber kolloidale Lésungen entstehen. 


2. Bestatigt wurde das durch die nephelometrische Untersuchung 
der Lésungen, welche zeigen, daB oberhalb einer gewissen Konzentration 
die Gallensiure die Fettsaéuren nicht mehr klar lést, sondern immer 
eine triibe Emulsion bestehen bleibt, die zwar viel klarer als eine Fett - 
siéurenemulsion und stabil ist, die aber wie aus der Triibung zu folgern 
ist, auch aus gréBeren Komplexen besteht. 

3. Diffusionsversuche bei verschiedener Konzentration und py 
zeigen, da tatsachlich in konzentrierteren Lésungen zwar absolut 
mehr, relativ aber weniger Fettsaiure diffusibel ist, daB also neben 
der molekular gelésten Menge gréBere Komplexe entstehen. Ferner 
wird gezeigt, daB die Fettséure mit der an sie gebundenen Gallensaure 
zusammen diffundiert bzw. dab die Diffusion von Gallensiuren durch 
die Bindung an Fettsaure verlangsamt wird. Ungespaltenes Fett 
(neutrales Olivél) wird durch gepaarte Gallensauren nicht diffusibel. 
Fettsaure (Olsiure) allein ist ebenfalls nicht diffusibel. 

4. Auch mittels Ultrafiltration wird die polydisperse Natur dieser 
Léisungen bestatigt. 


19* 
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5. Es wird gezeigt, dab die Lésungen durch Kationen und durch 
positiv geladene Kolloide ausgefallt werden. Dies weist auf eine negative 
Ladung. 

6. Es gelang, von Olein-, Stearin- und Palmitinséiure mit gepaarten 
Gallensiuren 0,25°,,ige wiasserige Fettsiurelésungen herzustellen, in 
welchen der gréBte Teil der Fettsiure diffusibel war, und zwar auch 
bei saurer Reaktion bis py = 6,25. 

7. Die gepaarten Gallensiuren lésen demnach Fettsaéuren und gehen 
mit ihnen in Verbindungen ein, welche bis pg = 6,25 stabil und diffusibel 
sind. In héheren Konzentrationen wird eine grobe Menge der Fett- 
siure nicht mehr molekular gelést, sondern nur kolloidal in Lésung 
gehalten, um so mehr, je mehr Fettsiure vorhanden und je saurer 
die Lésung ist. Es handelt sich also um polydisperse Lésungen. 

Die in sauren Lésungen stabilen molekulardispersen Verbindungen 
von Glykocholsaure bzw. Taurocholsiure mit den héheren Fettsauren 
sind als neue Verbindungen zu betrachten, nachdem ihre Léslichkeits- 
verhaltnisse und ihre Oberflachenaktivitaét, wie aus der folgenden 
Arbeit hervorgeht (s. 8. 281), von denen der bisher bekannten Fett- 
saureverbindungen abweichen. 

In physiologischer Hinsicht scheint es von besonderer Bedeutung 
zu sein, daB im Darm Verbindungen der gepaarten Gallensiuren mit 
Fettsauren entstehen. Nachdem die ersteren durch die Darmbakterien 
und Enzyme nicht angegriffen werden, ist ihr Vorhandensein im 
Darmkanal gesichert. Ihre Eigenschaft, die Fettsiuren bei saurer und 
neutraler Reaktion in eine diffusible Form zu bringen, dadurch, dab 
sie mit ihnen molekulare Verbindungen eingehen, macht die Fett- 
resorption méglich. 

Literatur. 
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Die Verbindung der gepaarten Gallensiuren mit Fettsiuren 
und ihre Bedeutung fiir die Fettresorption. 


IlI. Mitteilung: 
Oberflaichenspannung. 


Von 


F. Verzar und A. Kuthy. 


(Aus dem Physiologischen und allgemeinen Pathologischen Institut der 
Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zur physikalisch-chemischen Charakterisierung der in den vorigen 
Mitteilungen (1,2) beschriebenen Verbindungen bzw. Lésungen von 
gepaarten Gallensiuren und Fettsiuren haben wir ihre Oberflachen- 
spannung bestimmt. Im folgenden ist das an Verbindungen von Olein-, 
Palmitin- und Stearinsiure mit Glykocholsaiure ausgefiihrt. 

Wir benutzten zur Bestimmung der Oberflichenspannung zwei 
verschiedene Methoden: a) die Tropfmethode mit Taubes Stalagmo- 
meter. Alle Versuche sind mit demselben Stalagmometer ausgefiihrt 
und auf Normalstalagmometer, d.h. auf eine Tropfenzahl fiir 
Wasser = 100 umgerechnet. Die Zaihlung wurde bei 38° C ausgefiihrt. 
b) Als zweite Methode benutzten wir die Bestimmung mittels Torsions- 
waage-Platinring (du Nouy, Brinkman). Diese Methode ist bei Zimmer- 
temperatur nur mit Olséure ausfiihrbar. 

Die Lésungen sind ebenso hergestellt worden, wie in den vorigen 
Mitteilungen. Ihre Zusammensetzung war: auf 30 ccm Pufferlésung 
0,4cem 5%, ige alkoholische Fettsaurelésung und 3ccm 5°, iges glykochol- 
saures Natrium. Als Kontrolle ist die Oberflachenspannungskurve 
von Glykocholsiure in Puffer + Alkohol, in derselben Konzentration 


‘ und bei denselben py bestimmt. 


Wenn man vom alkalischen Gebiet ausgeht, so findet man von 


— 


Pu = 11 bis 7,5 etwa dieselbe geringe Tropfenzah], d.h. hohe Ober- 
flachenspannung (Abb. 1). 
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Bei Oleinsaure schon bei py = 8,5, bei anderen bei py 
nimmt die Oberflachenspannung rapid ab und erreicht bei pa = 6,25 
ein Minimum. 


pu = 6,25 ist die Grenze, bis zu welcher die Fettsaurelésungen 
mit gepaarten Gallensiuren stabil sind (s. unsere 1. Mitteilung). Bis 
zu diesem Punkte geben sie klare Léisungen. Hierunter triiben sie 
sich rasch und die Fettsiuren fallen aus. 
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Abb. 1. 


Tropfenzah! der Fettsdure-Gallensaure-Komplexe. 


Zwischen py = 11 und etwa 8 bestehen die Fettsaéuren wahr- 
scheinlich als Alkaliseifen. Unterhalb py = 8 kénnen sie dagegen 
als Seifen nicht vorhanden sein. Hier ist der Komplex Gallensiure- 
Fettsiure vorhanden, dessen Oberflaichenspannung um so geringer 
wird, je geringer das py ist. Bei py = 6,25 zerfallt dieser Komplex. 


Von pu = 6,25 bis etwa pa = 5,5 dauert die dadurch bedingte 
neuerliche Zunahme der Oberflachenspannung und diese stellt sich 
dann auf einen konstanten Wert ein, der bei allen drei Fettsiuren 
geringer ist als bei den entsprechenden Seifen, d.h. wie im alka- 
lischen Teile. Es ist das die Oberflachenspannung eines Gemisches 
von freien Fettsiuren mit gallensauren Salzen. 


Die als ,,Kontrolle bezeichnete Tropfenzahlkurve des glykochol- 
sauren Natriums zeigt zwischen pq = 7,5 und 6 eine plétzliche Abnahme. 
Sie erklart sich wohl daraus, daB hier aus dem Na-Salz der Glykochol- 
siure mit hdherer Oberflachenspannung die dissoziierte Saure mit 
niedrigerer Oberflachenspannung entsteht. 
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Die Kurven sagen also aus, daB unterhalb py = 8, also gerade 
im physiologisch bedeutsamen Bereich, die Na-Salze der gepaarten 
Gallensaure zur freien gepaarten Gallensiure dissoziieren und sich 
gleichzeitig Komplexe mit Fettséuren bilden. Dieser neu entstandene 
Komplex, die Verbindung von Fettsiure mit gepaarter Gallenséure, hat 
eine viel geringere Oberflachenspannung als die Seifen oder die ge- 
paarten Gallensduren allein, was sich aus der Wasserlislichkeit des 
Komplexes erklart. Es scheint uns dieses spezifische Verhalten der 
Oberflachenspannung ein Beweis fiir die molekulare Natur dieser 
Verbindung zu sein. 


Die Bestimmung der Oberflichenspannung mit der Torsions- 
waage, die zwar keine so groben Ausschlige gibt wie die Tropfmethode, 
aber sehr exakt durchfiihrbar ist und eine Bestimmung in Dyn ohne 
weiteres erlaubt, zeigte mit Oleinsiure und Glykocholsiure das 


Folgende (Abb. 2): 
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Oberflachenspannung in Dynen. 


Etwa bei pa = 6,5 laBt sich auch hier ein Minimum der Ober- 
flachenspannung nachweisen. Die Abnahme beginnt beim Zerfall 
der Seifen und entspricht der Entstehung der Verbindung von Fett- 
siure mit gepaarter Gallensiure, die eine sehr niedrige Ober- 
flachenspannung hat. Wenn bei starker saurer Reaktion diese Ver- 
bindung wieder gesprengt wird, stellt sich die Oberflachenspannung 
der freien Fettsauren bzw. der freien Gallensiuren her. Die Kurve 
bestatigt das mit der Tropfmethode Gewonnene. 


Zum Vergleich mit unseren Verbindungen sol] das Verhalten 
der Natriumseifen der Fettséuren besprochen werden, wie das aus 
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den Untersuchungen von Jarisch (3) bekannt ist. In Abb. 3 sind die 
Tropfenzahlkurven (2 bis 5) nach Jarisch abgebildet. Sie zeigen das 
Folgende: 
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Abb. 3. 
Tropfenzah! von Fettseifen nach A. Jarisch. 


Die Seifen der niedrigen Fettséuren (z.B. Na-Propionat), die 
auch im sauren Gebiet gut léslich sind, geben eine fast gerade Tropfen- 
zahilinie. Die der héheren Fettsiuren, wie Palmitin-, Stearin- und 
Oleinseife, zeigen einen starken Anstieg zwischen pg -= 7 und 9 und 
verlaufen dann flach. Die Erklarung hierfiir ist, daB diese Alkaliseifen 
nur bis pg = 9 stabil sind und unterhalb dieses rasch in die unléslichen 
Fettsaéuren dissoziieren. Etwa bei pa = 7 ist fast alle Fettsiure frei. 

Ein ganz anderes Verhalten zeigen die Seifen der mittleren Glieder 
der Fettsiurereihe, von denen hier das Na-Laurinat angefiihrt ist. 
Diese Kurve hat ein Maximum bei etwa py = 6,8. Die Tropfenzah! 
nimmt links und rechts von diesem Punkte steil ab. Dieses abweichende 
Verhalten erklart sich daraus, daB die Laurinsaure eine mittlere Stellung 
zwischen héheren und niederen Gliedern der Reihe einnimmt. Die 
freie Laurinsaure ist in Wasser viel besser léslich wie die freie Palmitin- 
oder Stearinsdiure; das hért aber in dem stark sauren Gebiet, wo die 
Léslichkeit der Propionsiure noch unverandert groB ist, auf. Diese 
Wasserléslichkeit der freien Laurinsaure fiihrt zu einem Maximum der 
Oberflachenspannung bei etwa py = 6,8. 

Es ist nun auffallend, daB die Form der Tropfenzahlkurve der 
gepaarten Gallensiuren mit den héheren Fettsduren weitgehende 
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lie Ahnlichkeit mit jener der Laurinsiure zeigt, wie das aus einem Ver- 
as gleich von Abb. 1 und 3 hervorgeht. 

Ebenso, wie die Laurinseife von etwa pa = 9 angefangen disso- 
ziiert, so tun das die Seifen der héheren Fettsiuren. Die freiwerdenden 
Sauren fallen aber in Gegenwart von gepaarten Gallensiuren nicht 
aus, sondern bilden den gut léslichen, oberflachenaktiven Komplex 
‘ettsiure-gepaarte Gallensiure, und die Tropfenzahl nimmt daher 
zu. Ebenso entsteht bei der Laurinseife die oberflaichenaktive Laurin- 
siure, was die Erhéhung der Tropfenzahl bedingt. Bei py = 6,8 bis 
6,2 enthalt die Lésung ihren maximalen Gehalt an Laurinsiure bzw. 
an dem _ oberflichenaktiven Gallensaure-Fettsiurekomplex. Die 
Tropfenzah] hat deshalb auch hier ihr Maximum. Von diesem Punkte 
angefangen fallt die Laurinséure aus der Loésung aus, bzw. zerfallt 
der Komplex gepaarte Gallensaure-Fettsiure in seine Bestandteile, 
was zu einer raschen Abnahme der Tropfenzahl fiihrt. 





Zusammenfassung. 

Es wurden Oberflachenspannungsmessungen an Gemischen von 
héheren Fettsaéuren mit gepaarten Gallensiuren ausgefiihrt, zum Teil 
mit dem T'raubeschen Stalagmometer, zum Teil mit der Torsions- 
waage-Platinring-Methode von du Nouy- Brinkman. 


Die Anderungen der Oberflachenspannung bei verschiedenem pg 
fiihren zur Bestatigung der Auffassung, daB im neutralen und schwach 


ie sauren Gebiet bis zu pq = 6,25 spezifische, wasserlésliche Komplexe 
Ae zwischen Olein-, Stearin- und Palmitinséiure einerseits und gepaarter 
d Gallensiure andererseits bestehen. Diese sind durch eine besonders 
d niedrige Oberflachenspannung charakterisiert. 

a Ein Vergleich mit der Oberflichenspannung von Seifen bei ver- 
- schiedenem py zeigt weitgehende Ahnlichkeit mit dem Verhalten der 
“ Laurinseife. 

Die Versuche bestiatigen die Annahme einer molekularen Ver- 
- bindung zwischen gepaarter Gallensiure mit den héheren Fettsauren. 
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Beitrag zur Kenntnis der Wasserstoffionenkonzentration 
und ihrer Bedeutung in der Brennerei. III. 


Von 


W. Diemair und K. Sichert. 


(Mitteilung aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Hoch- 
schule Weihenstephan, im Verband der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wenn auch zwischen Dari und Mais hinsichtlich der substantiellen 
Zusammensetzung gewisse Analogien bestehen ynd_ infolgedessen 
nach den Arbeiten von Maercker-Delbriick (1), Staiger (2), Nagel (3), 
Liihder (4) u.a. keine Schwierigkeiten bei der Verarbeitung auftreten 
sollen, so ist doch nach den jiingsten Erfahrungen und Erkenntnissen (5) 
eine gewisse Vorsicht bei der Aufbereitung mit Riicksicht auf die ver- 
schiedenen Aziditatsverhaltnisse notwendig. 

Zweck der vorliegerden Arbeit war es, diese Saureverhaltnisse 
im Verlauf, der einzelnen Prozesse zu studieren, um dadurch Ver- 
gleichsméglichkeiten zwischen denen der anderen Ausgangsmaterialien 
zu erhalten. 

Dari, auch Durrha genannt, wird in allen subtropischen und tropischen 
Landern gepflanzt und ist in auBerdeutschen und deutschen Brennereien 
als Maisch- oder Zumaischmaterial wegen seines hohen Stairkegehalts sehr 
beliebt und weit verbreitet. In der chemischen Zusammensetzung und 
Futterwirkung der verschiedenen Sorghumarten bestehen keine wesent- 


lichen Unterschiede. Die Durchschnittswerte sind nach den Untersuchungen 
von Kénig und Bersch (6): ° 








Dari Mais 

| RP OP ere ae Er 11,1 13,32 
Rohprotein ..... Sg is 9.8 9,58 
Ce eae pS ae 3,8 5,09 
Stickstofffreie Extraktstoffe . . . % || 71,0 68,00 
ES ere are 5 eg % | 1,9 2,65 
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Der Starkewert schwankt zwischen 60 und 65°. AuBerdem sind nach 
Neubauer (7) an anorganischen Stoffen im Dari noch vorhanden: 


PRoepOTONC 4.456: -e 6 ee ce eo 6 BMY 

eS S93 Re EIS ara 

I Ph ae rie er 
Versuchsmethodik. 


Die Versuchsanstellung war die gleiche wie bei unseren friitheren Ver- 
1 suchen (8). 
Als Versuchsmaterial diente ein gelber Dari englischer Herkunft, mit 
der Bezeichnung ,,white Caffir-Corn Nr. 2“, dessen Zusammensetzung mit 
den oben angegebenen Werten gut tibereinstimmt. 





I cei idc whe Sukh os nas We) a pe es 
och- eee aa eee see ly | 
en. ) pS ee ee er ae eee ee 
Stickstofffreie Extraktstoffe. . . . . 69,94% 
Se a SON ESE Sat aoe “ba 
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Proben, wurden entnommen von einem Dariauszug aus gedampftem 
(3), Material vor dem Ausblasen, von der verzuckerten Maische mit und ohne 
‘ten Hefezusatz. Der Hefensatz wurde mit und ohne Siéiurezugabe analysiert. 
(5) Weiterhin erfolgte eine Probeentnahme nach 24-, 48- und 72stiindiger 
rer - Gardauer. Die wasserreichen Proben wurden zur Bestimmung des Gesamt- 
stickstoffs und des Wassers auf dem Wasserbad vorgetrocknet und hierauf 
. im elektrischen Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz nachgetrocknet. 
isse : . ; oe meee 
“ Die Bestimmung der Konzentration, des Saéuregrades, des léslichen 
— und des formoltitrierbaren Stickstoffs erfolgte im Filtrat, das mit Hilfe 
lien eines Seitzschen E. K.-Filters blank filtriert worden war. 
Zur Festlegung der Wasserstoffzahl und der Pufferungskapazitat 
hen diente das Elektro-Ionometer nach Liters. 
— Samtliches Ausgangsmaterial stammte aus der eigenen Versuchs- und 
wa Lehrbrennerei und wurde wahrend des Betriebes entnommen, so dai die 
a im praktischen Betrieb auftretenden Fehler weitestgehende Beriick- 
al sichtigung fanden. 
gen 


Dariauszug. 


Der Auszug wurde durch Schiitteln von feingeschrotenem Dari mit 
eisgekiihltem Wasser (1:2) und darauffolgendes zwélfstiindiges Stehen- 
lassen im Ejisschrank hergestellt. Die lange Extraktionsdauer verfolgte 
den Zweck, auch die schwerer léslichen und schwerer diffundierenden 
Anteile in Lésung zu bringen. Durch die Eiskithlung sollte die Tatigkeit 
der proteolytischen Enzyme praktisch ausgeschaltet werden. Die blank- 
filtrierte Lésung diente als Standard fiir die weiteren Untersuchungen und 
hatte folgende Zusammensetzung : 
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Tabelle I. 
100 g Material = n/10 NaOH. 





~Azolith+ »Neutrals ,Phenol+ "ne Gesamt> 
Bezeichnung elere” aa = saure Du Formols«N = 
| com ccm ccm ccm mg mg 
Dari. 
Kaltwasserauszug 
CS ra 1,0 4,0 5,11 9,11 6,24 12,07 47,90 
Mais. 
Kaltwasserauszug 
ts Sere 1,4 4,66 10,0 14,66 | 6,4 14,0 — 


Der Versuch zeigt, daB beim Dari die Saureverhaltnisse anders 
als beim Mais liegen und daf sich Unterschiede in der aktuellen und 
potentiellen Saure zeigen, die sich namentlich in der ,,Azolithmin- 
saure, mehr aber noch in der ,,Neutralrotsaéure‘‘ und ,,Phenolphthalein- 
siure’’ auBern, ein Umstand, der bei der Verarbeitung, namentlich 
bei der Vorbereitung des Hefengutes, beriicksichtigt werden muB. 


Déampfgut. 


Auch hier mu8 beim Daimpfen aus den gleichen Griinden wie bei der 
Maisverarbeitung mit einem héheren Druck gearbeitet werden. Im iibrigen 
aber lehnt sich der DampfprozeB an den der Maisaufbereitung an. Man 
verfahrt dabei so, daB man die zur Verkleisterung der Starke notwendige 
Wassermenge, und zwar 100 Liter pro Zentner, schon am Vorabend des 
Maischtages in den Henzedimpfer bringt und tags darauf durch Offnen 
des unteren Dampfventils zum Kochen bringt. In das kochende Wasser 
14Bt man den Dari in diinnem Strahle zuflieBen. Hierauf wird bei offenem 
Lufthahn, nach SchlieBen des Mannloches, rasch von unten gedimpft und 
der Druck langsam auf 4 Atm. gesteigert, was *%, Stunden nach Beginn 
des Daimpfens erreicht ist. Bei diesem Druck wird nun weitere 11 Stunden 
gedaimpft, so daB nach einer Gesamtdaémpfdauer von 2'/, Stunden mit 
einem Hauptdruck von 4 Atm. ausgeblasen werden kann. 


Die ersten Versuche wurden zwecks griindlicher AufschlieBung mit 
Saurezusatz angestellt; hierbei wurde die Saéure (50cem konzentrierte 
Schwefelséiure pro Zentner Dari) in das kochende Wasser eingetragen und 
hierauf der Dari zugegeben. Da die Verwendung von Siéure keine besseren 
Resultate lieferte, so wurde von einer weiteren Anwendung Abstand ge- 
nommen. 


Nach dem Dampfen entnahmen wir eine Probe aus dem Henzedaimpfer 
und schiittelten sofort mit eisgekiihltem Wasser (1:2) 1% Stunden auf 
der Schiittelmaschine und lieBen hierauf noch zur vollkommenen Aus- 
laugung tiber Nacht im Ejisschrank stehen. Nach erfolgter Filtration, die 
einige Stunden erforderte, wurde die klare Probe analysiert und dabei 
folgende Werte ermittelt: 
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Tabelle II. 
100 g Material = n/10 NaOH. 





~Azoliths |.Neutrale .Phenol- inion, Gesamt- 
: mins rots phthalein- eye " , léslicher 
Bezeichnung | edure® siure* eiure® saure Py  Formol-N N 
ccm com ecm com mg mg 
Kaltwasserauszug . 1,0 4,0 5,11 9.1 6,24 12,07 47.9 
Dari, gedampft, mit 
eee 8,5 14,0 11,95 25,95 5,97 18,9 98,7 
Dari, gedampft, 
ohne Saure .. . 6,22 11,56 17,60 29.16 616 256 125 


Die gefundenen Analysenwerte bestitigen die schon bei den Ver- 
suchen mit Mais gemachten Beobachtungen, nach welchen selbst bei 
genauester Einhaltung der Extraktionsbedingungen die Auslaugung 
nur eine unvollkommene ist. Infolge der tragen Diffusion der léslichen 
Anteile aus den groben Zellbestandteilen ist die Extraktion nur eine 
mangelhafte, so daB die ermittelten Zahlenwerte im Kaltwasserauszug 
fiir den gesamtléslichen und formoltitrierbaren Stickstoff zur Kritik 
kaum herangezogen werden kénnen. Durch die lange Kochdauer und 
infolge des angewandten hohen Druckes, nicht zuletzt infolge der 
Verwendung von Schwefelséure, werden beim Dampfen EiweiSkérper 
und andere stickstoffhaltige Substanzen zur Koagulation gebracht, 
Verbindungen, die nach unseren friiheren Versuchen teilweise auch 
formoltitrierbar sind. 


Beachtenswert sind die Umwandlung und Verinderung des Dimpf- 
gutes, sowie die Verschiebangen in den Saureverhaltnissen bei An- 
wendung von Schwefelsaure. i 

Aus der Tabelle II geht hervor, da’ durch die Saurezugabe der 
gesamtlésliche Stickstoff deutlich beeinfluBt wird; denn der ohne 
Saurezusatz geleitete DampfprozeB ergibt einen um etwa 26°, héheren 
,.gesamtléslichen Stickstoff*, ein deutlicher Beweis dafiir, daB durch 
Steigerung des Siuregrades der koagulierbare Anteil von EiweiBkérpern 
vermehrt wird. Die Zahlenwerte fiir den formoltitrierbaren Stickstoff 
beweisen dasselbe. Demzufolge kénnen wir auch beim DampfprozeB 
eine héhere ,,Phenolphthaleinsaure“ feststellen. 

Durch die Saurezugabe nimmt die Aziditat zu, insbesondere die 
.Azolithminséure*‘ und die ,,Neutralrotsiure‘‘, wihrend der py-Punkt 
von 6,24 auf 5,97 steigt. 


Jedenfalls ist durch diese Versuchsserie einwandfrei erwiesen, 
daB durch das Dampfen Anderungen im Sauregrad eintreten und dal 
gedimpfter Dari ahnliche Siureverhaltnisse wie die Kartoffel aufweist, 
sich aber darin vom Mais deutlich unterscheidet. 
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Tabelle III. 
100 g Material = n/10 NaOH. 





-Azoliths ,Neutral-s .Phenol- Gesamts ,. 
; mins rots phthalein- Gesamt- Formol+ | jéslicher | C&Se™* 
Bezeichnung saure” Sdure* saure* ee " N 
ccm com com ccm mg mg mg 
Dari, gedaimpft, 
mit Saure. . 8.5 14,9 11,95 | 25,95 5,97) 18,9 98,7 442 
Dari, gedampft, 
ohne Saure . 6,22 11,56 17,6 29,16 6,16 25,6 125 417 
Kartoffel, ge- 
dampft ... 4,0 13,5 34,0 47.5 6,0 48.5 180 — 


Mais, gedimpft 1,0alk.)5,5alk. 12,0 12,0 7,26 12.0 | 126 _ 


Weiterhin ist aus dieser Tabelle zu entnehmen, da Dari wohl im 
,gesamtléslichen Stickstoff*‘ dem Mais sehr nahe kommt, daB aber 
der formoltitrierbare Stickstoffanteil den des Maises iibertrifft, ohne 
aber den Wert des Kartoffeldampfgutes zu erreichen. 


Maischgut. 


Nach dem Dampfen wird unter plétzlicher Druckentlastung in den 
Vormaischbottich ausgeblasen und nach Abkiihlung auf 46° R die Ver- 
zuckerung der verfliissigten Starke durch Zugabe von 12° Gerste als 
Grimmalz eingeleitet. Nach Ablauf einer halben Stunde erfolgte die Probe- 
entnahme. Die Aufarbeitung der entnommenen Proben geschah nach der 
angegebenen Versuchsmethodik. 





Tabelle 1V. 
100 cem Filtrat, n/10 NaOH. 
Azolithe | Neutral Phenol. na Gesamt- 
ae . . Gesamt- Formol- | = Gesamt- 
Besechowng | omic | Ste (Pamela Shoe | pg | | engter OR 
f com ccm com | ccm mg mg mg 
Dari, gedampft, 
mit Saure . . 8,5 14,0 11,95 | 25,95 5,97 189 98,7 442 
Sibe Maische, 
ohne Hefe . . 6,0 15,0 15,0 30,0 5,58 28.56 105 378 


Dari, gedimpft, 

ohne Saure . 6,22 11,56 17,6 29,16 6,16 25.6 125 417 
Siibe Maische, 

ohne Hefe . . 5,0 12.0 17,4 294 58 32,9 131 370 


Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse lassen neben einer 
griindlichen Veranderung des Maischgutes durch die Malzzugabe vor 
allem die Tatigkeit séurebildender Enzyme erkennen, von denen die 
phosphorsaéuremobilisierenden kraftig in Reaktion treten. Die Zer- 
legung organischer und anorganischer Phosphorsdureverbindungen, 
sowie die gleichzeitige Bildung organischer Séuren auBern sich in einer 
Zunahme der ,,Phenolphthaleinsaiure“. DaB bei dieser enzymatischen 
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ratigkeit der py-Punkt eine wichtige Rolle spielt, geht aus dem Versuch 
mit Saure hervor, wo infolge einer giinstigen Wasserstoffzahl im 
Ausgangsmaterial das Freiwerden von Phosphorséure durch die Er- 
héhung der ,,Phenolphthaleinsiure’* um 3,05cem n/10 NaOH ge- 
kennzeichnet ist, wahrend bei dem Versuch .,ohne Saure* die ,,Phenol- 
phthaleinsaure praktisch konstant bleibt. Dagegen decken sich die 
Zahlenwerte fiir die Gesamtsaure, waihrend die hohe ,,Azolithminsiure** 
fir eine Verwendung von Saure beim DaimpfprozeB spricht. Durch 
die Malzzugabe tritt auch hier, wie bei den friiheren Versuchen, eine 
Erhéhung des formoltitrierbaren und gesamtléslichen Stickstoffs ein. 

Als letzte und wohl wichtigste SchluBfolgerung mu aus den 
vorliegenden Resultaten gezogen werden, daB bei den beiden Versuchen 
die Stickstoffverhaltnisse nicht so giinstig als bei Mais liegen, so dab 
der Hefe weder dieselbe Menge, noch dieselbe Art leicht assimilierbarer 
Stickstoffsubstanzen zum Aufbau zur Verfiigung stehen. Demzufolge 
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Abb. 1. 
SiBe Maische ohne Hefe. —------- SiiBe Maische mit Hefe. 
~-—— Eintagige Maische. —---— Reife Maische. 


(Dari, gedampft ohne Saure.) 
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Abb. 2. 
SiiBe Maische ohne Hefe. —---— SiifBe Maische mit Hefe. 
Eintagige Maische. ----- Zweitigige Maische. ----— Reife Maische. 


(Dari, gedampft mit Saure.) 
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und infolge der schwacheren Auswirkung enzymatischer Vorgiinge. 
weiterhin infolge der wohl deutlichen aber immerhin nicht so starken 
Saurezunahme wird die Pufferungskapazitaét in geringerem Mabe 
beeinfluBt, als bei Mais- und Kartoffelmaischen. Aus der graphischen 
Darstellung geht dies klar hervor (Abb. 1 und 2). 


Hefengut. 

Einen weiteren Beitrag fiir die unterschiedliche chemische und 
chemisch-physikalische Zusammensetzung einer Dari-Sii8maische liefert 
uns die nachfolgende Stadientitration. Es wurde im Interesse einer 
gesicherten Hefengutbereitung die Aufnahmefahigkeit einer Dari- 
maische fiir Schwefelsiure tiberpriift und das festgelegte Kurvenbild 
den graphischen Bildern einer Mais- und Kartoffelmaische gegeniiber- 
gestellt. 


200 
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Abb. 3. 
Mais. --- Kartoffel. 





Dari und Kartoffel zeigen demnach einen verwandten Kurven- 
verlauf, wihrend Mais davon abweicht und bei einem pg-Punkt von 
3,72 einen gewaltigen Sprung macht. Der Kurvenast einer Darimaische 
ist relativ am steilsten und lauft nur in einem pg-Bereich von 5,58 
bis 4,7 parallel mit Kartoffel und Mais. 

Eine Darimaische zeigt also im Vergleich zu Mais- und Kartoffel- 
maischen die geringste Resistenz gegen die reaktionsverandernden 
Einfliisse der stark dissoziierten Schwefelsiure, ein Umstand, der eine 
weit geringere Saurezugabe bei der Darihefebereitung erfordert. Dies 
gilt fiir einen Hefensatz, dessen Ausgangsmaterial mit oder ohne Saure- 
zugabe vorbereitet worden war. Wir versetzten daher 100 Liter Hefen- 
gut mit 115 bzw. 100 ccm konzentrierter Schwefelsiure, um bei beiden 
Versuchen einen py-Punkt von 3,9, also denselben Aziditatsgrad wie 
bei Maismaischen zu erreichen. (An Hand der Titrationskurve berechnet, 
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Tabelle V. 
100 cem Filtrat = n/10 NaOH. 








Azoliths Neutral. Phenols Gesamt+ Sacs 
anata ° ° . | Gesamt- Formol+ ;*."). F 
Beseichoung | guurct | dures |Paaure™ | UE pg | N MOMYBEY, hates 
| ccm ecm com ccm mg mg © Bilg. 
Dari (mit Saure). 
Saures Hefengut 30 42 19 61 3,9 | 37 127.4 | 20,95 
Reife Hefe . . 30 41 13,6 54,6 (8,55; 7,0 63,0 | 4,5 
Dari(ohneSaure) 
Saures Hefengut 30 35 26,4 | 61,4 | 3,92) 39 151,2 | 20 
Reife Hefe . . 8 | 4 17,6 59,6 3,34 952) 805 48 
Kartoffel. 
Saures Hefengut 63 84 36,0 120 8,61 62,1 156,8 | 22.1 
Reife Hefe . . 68 84 13,5 97,5 |3848 14,0 79 5,4 
Mais. ; 
Saures Hefengut 40 52,5 | 82,5 85,0 | 3,87, 35,0 | 157 21 
Reife Hefe . . 40 50,0 | 23,7 73,7 | 3,65 10,0 90 6,7 


wire ein Zusatz von nur 83 ccm Saure notwendig gewesen, ein Beweis 
dafiir, daB auch hier ein gewisser Saureanteil von den Trebern und 
Schalenbestandteilen aufgenommen wird.) 

Bei der Gegeniiberstellung der ermittelten Saurewerte fiir Mais, 
Dari und Kartoffel, ergeben sich auffallende Unterschiede. Die 
Titrationswerte gegen die drei Indikatoren Azolithmin, Neutralrot 
und Phenolphthalein sind bei einer Kartoffelmaische am_ héchsten, 
dann folgt die Maismaische und im groBen Abstand die Darimaische, 
welche die niedrigsten Werte zeigt. 

Im Verlauf der eintagigen Hefensatzfiihrung findet eine Zunahme 
der aktuellen und potentigllen Saure statt, wobei sich die ,,Azolithmin- 
siure“ praktisch nicht oder nur schwach erhéht, die Wasserstoffzahl 
aber um 0,35 bis 0,5 py-Einheiten verschoben wird, also um einen 
Betrag, der selbst den einer Kartoffelmaische iibertrifft. . 
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Abb. 4. 
I Dari, Il Mais, III Kartoffel. 
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Die graphische Darstellung der elektrometrisch ermittelten 
Titrationswerte charakterisiert uns weiterhin die Unterschiede zwischen 
Dari- und Maismaischen (Abb. 4). 


Gargut. 
Die Proben wurden jeweils nach 24, 48 und 72 Stunden entnommen 
und wie in der Versuchsmethodik angegeben weiter behandelt. 


Tabelle V1. 
100 ccm Filtrat = n/10 NaOH. 





Pe prey ponerse ‘ ‘ 
~Azolith-| Neutrals) .Phenol- Gesamt, Formols Gesamts 


Bezeichnung _— as — sure | py N lésl. N| © Biig. 
Ss || com | ecm cm ccm mg mg 

Dari (ohne Saure). 
Siibe Maische ohne 

SA eee 5,0 12,0 17.4 (29.4 58 32,92 130.9 | 19,0 
Siibe Maische mit 

ER ae 7,5 13,0 17,4 | 304 5,56 28,0 1288 | 17,4 
Kintagige Maische 17,5 | 22,4 15,0 | 87,4 |452) 6,7 58.45 1,8 
Zweitagige ,, 17,5 | 23,0 174 | 404 452 812 59,85 --03 
Reife a 17,5 21,0 17,4 | 3884 | 4,56 11,4 67,9 —08 
Dari (mit Saure). 
Sabe Maische ohne 

es «<a: 6,0 15,0 15.0 | 30,9 5,58 28,56 105 19,55 
Kintagige Maische 15,0 | 25,0 12,0 37,0 (439 616 39,2 5,0 
Zweitagige , 20.9 | 27,0 15,0 | 429 (|432 56 42.0 0 
Reife Maische . . 20,0 27,0 13,6 406 454 6,02 45,15 —0,4 

Mais. 

Silbe Maische ohne | ‘ 4 

aoe Se 2.5 10,0 21.25 31,25 5,78 30,8 149 20,0 
Siibe Maische mit 

eer a 5,0 15,0 21,25 36,25 5,62 28,56 125 18,4 
Eintagige Maische 16,5 | 23,75 15,0 88,75 4,67 1,4 63,0 6.4 
Zweitagige , 22.5 | 27,5 18,25 45,75 4.58 9,24 55,7 0,05 
Reife ‘ 17,5 | 238,75 17,00 | 49,75 4,70 11,2 _— 0,4 

Kartoffel. 

SiBe Maische ohne 

area 16,0 89,0 27,5 | 57,5 |5,2 | 56 180 22.8 
Kintagige Maische 28,0 45,0 7,5 |} 52,5 |48 | 16 97 4.8 
Zweitagige , | 29,0 42,5 11,5 | 540 (4,7 | 18 82 1,2 
Reife Fe 82,0 42,5 12,0 (544 (4,78 19 97 0,9 


Auch hier zeigt sich, wie bei den friiheren Versuchen mit Mais, 
eine reiche Saurebildung im Verlauf der Garung. Am zweiten Girtag 
ist das Maximum der Saureproduktion erreicht. Die Zunahme der 
,,Azolithmin-“‘ und der ,,Neutralrotsdéure‘ steht im Zusammenhang 
mit dem Verbrauch des formoltitrierbaren Stickstoffs und des gesamt- 
léslichen Stickstoffs. Die ,,Phenolphthaleinséure‘: zeigt bei beiden 
Versuchen die Tendenz zu sinken und erst am zweiten Girtag ihr 
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Maximum zu erreichen. Deutlich erkennbar ist auch die Verschiebung 
des py-Punktes, der hier bei Dari, zum Unterschied von Mais, ein Ma- 
ximum von py 4,52 erreicht (s. Abb. 3 und 4). 

Es liegen also die Verainderungen in den Azidititsverhiltnissen 
in demselben Bereich wie bei Mais, wo nach einer 48stiindigen Gar- 
dauer die Maxima fir ,,Neutralrot’- und ,,Azolithminsaure“, fiir ,,p_** 
und fiir die Pufferung zusammenfallen und dann bis zum Stillstand 
des Garprozeses gleichmaBig langsam wieder abnehmen. 

Ein Minimum an gesamtléslichem und formoltitrierbarem Stickstoff 
ist nach eintagiger Gardauer erreicht. Im weiteren Verlauf von 
48 Stunden erhéht sich dieser, so daB auch hier wieder eine Parallelitat 
zwischen Pufferungszunahme und Stickstoffzuwachs festzustellen ist. 


Zusammenfassung. 


Die Versuchsresultate zwingen zu dem SchluB, da Dari sich in 
der Aufbereitung nur wenig vom Mais unterscheidet. Ein Unterschied 
liegt vor allem in einer langeren Dampfzeit des Ausgangsmaterials 
und in dem langeren Anhalten bei 4 Atm. Druck. Verschiedenheiten 
treten auf in den Séureverhiltnissen beim Kaltwasserauszug und beim 
gedampften Material, die aber fiir die weitere Verarbeitung ohne Be- 
deutung sind. Die Stickstoffbilanz fiir Dari gleicht sehr derjenigen 
von Mais. 

Da die Mengen der vorhandenen organischen Salze und damit 
die Aufnahmefahigkeit fiir Schwefelsiure eine etwas geringere als 
von Mais ist, so darf bei der Bereitung von 100 Liter Hefengut nicht 
iiber einen Zusatz von 100 bis 105 cem konzentrierter Schwefelsiure 
gegangen werden. Dadurch wird der giinstige pg-Punkt von 3,9 erreicht, 
welcher sich im Verlauf der eintagigen Hefengirung auf py 3,3 erhdht. 

Darimaischen vergiiren analog Maismaischen. Bemerkenswert 
ist nur, daB Darimaischen im Verlauf der Garung ein héheres py-Maximum 
(pu 4,52) als Maismaischen (pq 4,58) erreichen. Die gebildeten Saure- 
mengen sind in beiden Fallen gleich, ein sicherer Beweis dafiir, dab 
auch bei Dari Stickstoffmangel herrscht, der die Hefe veranlabt, 
KérpereiweiB zum Zellaufbau zu verwenden. 


Literatur. 
1) Maercker-Delbriick, Handb. d. Spiritusfabr., 9. Aufl., 5S. 759. 
2) Staiger, Zeitschr. f. Spiritus-Ind. 1924, Nr. 1623, 8. 126. 3) Nagel, 
ebendaselbst 1913, Nr. 40, 8. 486. — 4) Liihder, ebendaselbst 1928, Nr. 37, 
8S. 257. — 5) Brennereizeitung 46, Nr. 1856, 8. 28, 1929; 46, Nr. 1859, 
8S. 45, 1929. — 6) Bersch, Futtermittel d. Handels, 8S. 242. — 7) Neubauer, 
Futterpreistafel 1927. — 8) Diemair und Sichert, diese Zeitschr. 198, 1, 


1928; 204, 414, 1929. 
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Uber die Beziehungen zwischen Tanniden und Nichttanniden 
in Gerbextrakten. 


(Beitrige zu einer neuen Theorie der Gerbung). 


Von 
W. S. Ssadikow. 


(Aus dem Laboratorium der organischen Synthese im Institut fiir angewandte 
Chemie zu Leningrad). 


(Eingegangen am 18. April 1929.) 


Allgemeiner Teil. 
I, 

Die Lederherstellung kann als ein wichtiger Zweig der angewandten 
Biochemie betrachtet werden. Schon das Ausgangsmaterial selbst, 
namlich die tierische Haut, die aus eiweiBartigen Gebilden aufgebaut 
ist (Kollagen, Elastin, Mucine, Keratin usw.), ferner ihre Umwandlungs- 
produkte, die unter der Einwirkung von biologischen, richtiger von 
mikrobiologischen Agenzien entstehen (peptonisierende und proteo- 
iytische Enzyme), gehéren dazu, und ihre Erforschung fallt in den 
Bereich des biochemischen Arbeitsgebietes. 


Die Vorgiinge, die sich bei der Ledererzeugung abspielen, geben 
uns die Méglichkeit, die Eigenschaften und Veranderungen des Haut- 
stoffes naher zu untersuchen, und erlauben uns, die sonderbaren enzy- 
matischen Einwirkungen zu erfassen, die in verschiedenen Stufen der 
Lederbearbeitung erfolgen. 


Wir stoBen hier auf ziemlich komplizierte Verhiltnisse, weil nicht 
nur das Problem der chemischen Konstitution des Kollagens und der 
EiweiBkérper iiberhaupt beriihrt wird, sondern weil auch engste Be- 
ziehungen zu Adsorptionserscheinungen zwischen dem Hautstoff und den 
gerbenden Stoffen bestehen. 


Um einzelne Faktoren erfolgreich differenzieren zu kénnen, er- 
scheint es zweckmaBig, die Vorginge, die sich bei der Lederherstellung 
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voliziehen, an vereinfachten Modellen zu studieren und die Versuche 
nicht mit Bl6Be selbst, sondern mit gereinigten Hautpraparaten (Haut- 
kollagen bzw. Hautpulver) anzustellen. Dieses Vorgehen bietet den 
Vorteil, daB chemische und physikalische Prozesse zwischen Hautstoff 
und Gerbstoffen wesentlich beschleunigt werden, indem man diese 
Substanzen durch kraftiges Schiitteln in méglichst innige Beriihrung 
miteinander bringt. 


Die enzymatische Vorbehandlung des isolierten Hautstoffes, die 
vorgenommen wird, um méglichst viele aktive Gruppen zu mobili- 
sieren, kénnte auch reproduziert werden durch Anwendung von ein- 
zelnen isolierten proteolytischen Einwirkungen, wie z. B. vermittelst 
der Extrakte aus einigen Organen (Pankreas, Milz usw.) oder aus 
Bakterienkulturen. 


SchlieBlich lassen sich die gegenseitigen Beziehungen zwischen 
Hautstoff und gerbenden Stoffen besser bestimmen, wenn wir mit 
isolierten Tanniden arbeiten, die von allerlei Beimengungen bzw. von 
sogenannten Nichttanniden befreit sind. 


Eine derartige Fragestellung bietet mehrere Vorteile bei vorliu- 
figer Orientierung und hilft zum naheren Verstandnis der verwickelten 
natiirlichen Verhialtnisse, die bei der Lederherstellung obwalten. 


An dieser Stelle kénnen die Untersuchungen von W. S. Ssadikow! 
erwahnt werden, die in der angegebenen Richtung ausgefiihrt wurden. 
Es wurden gereinigte, isolierte Sehnen und Hautkollagene zur Analyse 
von Gerbstoffen benutzt, das Verhalten der Sehnen- und Hautkollagene 
gegentiber Fermenten studiert und die Umwandlungen der primaren 
Kollagene unter dem Einflusse von Kollagenase und Glutinase an- 
gedeutet?. 


In dieser AbhandJung wird das Verhalten des Hautstoffes (Haut- 
pulver) gegentiber den isolierten Tanniden bzw. Nichttanniden beschrie- 
ben, die von verschiedenartigen Gerbextrakten herstammen. 


Bevor wir aber mit der Wiedergabe der experimentellen Ergebnisse 
beginnen, méchten wir die zurzeit herrschenden Anschauungen iiber 
die Natur der Vorginge betrachten, die sich bei der Gerbung der Tier- 


1 Die biochemischen Probleme bei der Lederherstellung. Collegium 
1926, Nr. 676, S. 356. Uber die Eigenschaften von Haut- und Sehnen- 
kollagen und iiber ihr Verhalten gegeniiber Fermenten. Collegium 1926, 
Nr. 679; Uber die Anwendbarkeit des Sehnenkollagens fiir die Gerbstoff- 
bestimmung in Gerbextrakten. Collegium 1927, Nr. 682. 

2 Uber ein neues kollagenlésendes Ferment (Kollagenase), diese Zeit- 
schrift 181, 267, 1927. 
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haut mit pflanzlichen Gerbstoffen abspielen, denn die Theorien der 
Gerbung haben in ihren Begriindungen eine nahe Beziehung zu unserer 
Untersuchung. 


Gegenwartig existieren drei Arten von Theorien der Gerbung: 1. che- 
mische, 2. physikalische, 3. physikochemische. 

Die chemischen Theorien betrachten den GerbungsprozeB als eine Reihe 
verwickelter chemischer Vorgénge, bei denen einerseits eine Veranderung 
des Kollagens selbst stattfindet und andererseits auch der Gerbstoff eine 
Umwandlung erleidet. 

Fahrion und Meunier haben die Ansicht ausgesprochen, daB bei der 
Gerbung eine Oxydation von Tanniden unter Chinonbildung stattfindet ; 
dabei geben die entstehenden Chinone Kondensationsprodukte mit den 
Aminogruppen des Hautstoffes, ahnlich wie die Chinone mit aromatischen 
Aminen : 


C,H,NH, + 2C,H,O, —> (C,H,N) C,H,O + C,H,(OH), + O. 
2C,H;NH, + 3C,H,O, —> (C,H;N), C,H, + 2C,H,(OH), + Oy. 


Bei der Einwirkung der Benzochinons auf die Bl6éBe tritt wirklich 
Gerbung ein; es bildet sich ein Produkt, das gegen siedendes Wasser be- 
standig ist, und ein Teil des Chinons verwandelt sich in Hydrochinon. 

Setzt man die Anwesenheit von primaéren Aminogruppen im Kollagen- 
molekiil voraus, so miissen sie mit Hydrochinon Kondensations- und Oxy- 
dationsprodukte liefern, deren Konstitution jedoch noch unaufgeklart ist ; 
wahrscheinlich bilden sich Verbindungen folgender Art: 


R—NH—O 


R—N<0>-C, H, und R—N H—O 


>C, Hy. 


Nach Fahrion verlaufen die Reaktionen folgendermasen : 


R—NH, + 0+ H,N.R —» R—-NH—NH-—R + H,O 


R—NH f 
——-_ = Sas 


Nach Ansicht von G. Powarnin geht das Chinon zuerst in die, Enolform 
iiber und wird dann mit den Aminogruppen des Kollagens kondensiert. 

Allein alle derartige Vorstellungen sind unbegriindet, denn bis zurzeit 
ist uns die wirkliche Konstitution des Kollagens unbekannt; unbekannt 
ist ferner der Bau fast aller Gerbstoffe. Nierenstein nimmt das Vorhanden- 
sein eines besonderen Tannonkomplexes in letzteren an: R,— CO-—-O-—R,, 
wobei R, und R, Acylgruppen darstellen und die gerbende Wirkung durch 
das Carbonyl der Esterbriicke bedingt wird. Die Aminogruppe des Kollagens 
verbindet sich mit diesem Carbonyl nach der Art von Schiffschen Basen : 

R,—C—O—R 
i 


+ 


Nach Ansicht von W.S. Ssadikow kénnte man sich das Kollagenmolekiil 
aus Elementarmicellen bestehend vorstellen, die aus vier Cyklodipeptiden 
aufgebaut sind, namlich: 
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1. aus zwei Cyklo-glycyl-alaninen (A), 
2. aus Cyklo-prolyl-leucin bzw. aus Cyklo-oxyprolyl-leucin (B), 
3. aus Cyklo-asparagyl-arginin bzw. aus Cyklo-lysyl-arginin (C). 


H,C—C(OH)—N H,C—CH, 
| | ee 
N=C(OH)—CH.CH, H,C CH—C(OH)=N 
N—-co CH.C,H, 
Cyklosglycyl-alanin Cyklo-prolylsleucin 
HN—C——_W HN=—C—______w 
NH C(OH) NH C(OH) 
CH, CH, CH, CH.NH, 
CH, CH—N H, CH, CH, 
CH,  C(OH) CH, CH, 
CH——_N CH—NH, CH, 
| 
COOH C(OH)—N-—CH, 
Cyklosasparagylearyinin Cykloslysylearginin 


Das Micell des Kollagens kann man sich als eine Verkettung von vier 
derartigen Cyklo-dipeptiden durch Vermittlung von Enol-Hydroxylen 
vorstellen : 


Qo NE, Oo NH, 
(Ay (C)-COOH (A) (C,) NH, : 
Ov So eventuell § O oO 
(B) (A) (B) (A) 
o OH O 


Ein derartiges Molekiil kann als eine Protohaut bzw. ProtobléBe be- 
trachtet werden. 

Es ist sehr wahrscheinlich, da®8 bei der enzymatischen Vorbehandlung 
der tierischen Haut der micellare Cyklus an der einen oder anderen Stellung 
aufgespalten wird und dabei mehrere reagens-aktive Gruppierungen frei 
werden (namlich Enol-, Amino-,Carboxylgruppen) und nevartige Verkettungen 
mit den Phenol-Hydroxylen der gerbenden Stoffe eintreten kénnen. Nach 
der Aufspaltung von primaren Cyklen kénnen auch neue Kombinationen von 
Verkettungen bzw. Kondensationen stattfinden. 


G. Powarnin und Tichomirow' haben eine Rethe von labilen molekularen 
Verbindungen zwischen Diketopiperazinen und Phenolen dargestellt, so 
z. B. eine Verbindung des Diketopiperazins mit zwei Molekiilen Brenz- 
katechin, Resorcin, Pyrogallol bzw. mit einem Molekiil Hydrochinon, 
Protokatechualdehyd, Furfurol usw. Gerngrof erhielt eine Verbindung von 
Glycylglycin-ester und Protokatechualdehyd. 


1 Journ. de la Soc. Phys. Chim. 4 l'Université de Leningrad 1921, 
8. 1 bis 52. 
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Bei der Saémischgerbung, d. h. bei der Gerbung mit Fettsaéuren, setzt 


Fahrion eine Moloxydbildung oder Absattigung der ungesiattigten Bin- 


dungen durch molekularen Sauerstoff voraus. 
—CH=CH— + O, —» —HC—CH— 
! 
| | 
O—O 

Ein derartiges Moloxyd kondensiert sich mit der Aminogruppe des 
Kollagenmicells und dessen Umwandlungsprodukt. 

Gegenwartig ist die Frage nach der Bindungsart der Tannide durch 
Kollagenmicelle noch véllig unaufgeklart; man begegnet aber vielen Hin- 
weisen in dem Sinne, daB eine Vorstellung iiber feste, chemische Fixierung 
zwischen Tanniden und Hautstoff kaum méglich ist. Wir haben es hier 
vielmehr mit molekularen Bedingungen, mit labilen, nebenvalenzartigen 
Bindungen bzw. mit Adsorptionen zwischen Tanniden und Kollagen zu tun. 

Deswegen verdienen die physikalischen und physikochemischen 
Theorien der Gerbung! ein gréBeres Interesse. 


III. 


Der erste, der eine rein physikalische (richtiger eine kolloidchemische) 
Theorie der Gerbung entwickelte, war Stiasny. Er stellt als Grundlage 
eines Gerbvorganges die kolloidalen Eigenschaften der gerbenden Stoffe 
und des Hautstoffes selbst hin. Ihre Fahigkeit, Membranen zu durchdringen 
(Diffusionsgrad), ihre Dispersitaét (GréBe der Ultramikronen und Micellen), 
relative Léslichkeiten und Fallungsgrenzen (Koagulierbarkeit), Pektini- 
sation und Peptisation unter dem Einflu8 von Elektrolyten (H- und OH- 
Ionen bestimmter Konzentrationen), gegenseitige Adsorption, Schutzwirkung 
gewisser Kolloide gegeniiber den anderen usw., alles dies bildet besondere 
Verhaltnisse zwischen den miteinander in Beriihrung kommenden kolloiden 
Systemen und fiihrt endlich zu stabilen Sattigungszusténden zwischen 
dem Hautstoff und den gerbenden Stoffen. 

Die gerbstoffhaltigen Extrakte bestehen gréBtenteils aus einem kompli- 
zierten Gemisch verschiedenster kolloider und kristalloider organischer 
Verbindungen, aus sogenannten Tanriden und aus sogenannten Nicht- 
tanniden. Nur die ersterwaihnten Stoffe jedoch besitzen die Fahigkeit, 
die Haut zu gerben, d. h. sie sind befahigt, durch den kolloiden Hautstoff 
adsorbiert bzw. fixiert zu werden. Der bestimmende Faktor bei einem der- 
artigen Zusammenwirken zwischen beiden im kolloiden Zustande sich be- 
findenden Substanzen erscheint deren Dispersionsgrad, d. h. die gegen- 
seitigen Beziehungen zwischen der Gesamtoberfliche der primaren Teilchen 
der reagierenden Stoffe (Ultramikronen, Protonen, Polyonen, Micellen, 
einfache chemische und komplexe Molekeln), die sich im gegebenen Lésungs- 
mittel zu ihren Volumina (disperse Phase) befinden. Kolloide Lésungen 
von Gerbstoffen sind polydisperse Systeme, die bestehen aus Teiichen 
verschiedenster GréBe, deren Aggregatzustande bestandigen flieSenden 
Anderungen unterworfen werden kénnen; dadurch erleiden auch samtliche 


1 G. Powarnin, Einfithrung in die Theorie der Gerbung (russisch), 1923; 





derselbe, Das aktive Carbonyl und die Gerbung mit organischen Verbindungen. 
Collegium 1924, Nr. 634; Fahrion, Neuere Gerbmethoden und Gerbtheorien, 
1915; Meunier, Modern Theories of Varions Methods of Tanning. Chem. 
and Industr. 1, 71, 272, 1918. 
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kolloide Ejigenschaften der Gerbstoffe entsprechende Umgestaltungen, 
z. B. in ihrem elektrischen Potential, ihrer kinetischen Energie, der Diffusions- 
gréBe, der Migration, dem osmotischen Druck, der Viskositat usw. 

Stiasny und Semon untersuchten die DispersionsgréBen von Tanniden, 
indem sie das Verfahren der fraktionierten Aussalzung anwandten, wie es 
bei der Untersuchung von EiweiSstoffen iiblich ist. Auf solche Weise 
war es méglich, Tannide in eine Reihe von einheitlichen Fraktionen bzw. 
monodispersen Phasen mit ungefahr ihrer GréBe nach gleichen Teilchen 
zu zerlegen. Die Versuche mit einem einfacheren Objekt, wie z. B. mit 
Schwefel, die von Sven Oven ausgefiihrt wurden, hatten gezeigt, daB die 
Schwefelsole aus Teilchen verschiedener GréBe bestehen, und da’ beim 
Zusatz von Elektrolyten zuerst gréBere und dann immer feinere Teilchen 
niedergeschlagen werden. Diese Fillungen erleiden nach ihrer Lésung 
keine sekundiren Verinderungen ihres Aggregatzustandes mehr und sind 
befahigt, mit gleichen Salzkonzentrationen wieder ausgesalzen zu werden. 

Stiasny hat als Voraussetzung hervorgehoben, daB ahnliche Verhaltnisse 
auch in Tanninlésungen obwalten, nur sind die Tanninlésungen gegeniiber 
den Elektrolyten weniger empfindlich. Dieser Umstand wird dadurch 
bedingt, daB sie mehr hydratisierte Teilchen enthalten, d. h. da8 ihre 
Teilchen mit dickeren Wasserhiillen versehen sind. 

Falls die Dicke der Wasserhiille klein ist, so haben wir es mit lyophoben 
bzw. hydrophoben Kolloiden zu tun, im entgegengesetzten Falle mit 
lyophilen bzw. hydrophilen Kolloiden. Tannidkolloide sind hydrophile 
Kolloide. Je mehr die Hydratation der Teilchen ausgepragt ist, desto 
stabiler erscheinen die Kolloidlésungen in bezug auf die koagulierenden 
Einfliisse, zu denen auch das Aussalzen gehért. Der Atssalzungsgrad ist 
desto gréBer, je gréBer die Teilchen sind, d. h. je weniger die kolloide Lésung 
dispers erscheint. Hydrophile Substanzen besitzen bedeutendere GréBen 
ihrer Teilchen und sind dabei wenig hydratisiert; hydrophile Substanzen 
dagegen bestehen aus kleineren Teilchen und sind mehr hydratisiert oder 
in Wasser léslich. 

Stiasny und Semon untersuchten den Dispersitiétsgrad von Gerbstoff- 
lésungen, indem sie die Lésung von reinem Tannin oder Extrakten aus 
Eichenrinde, Kastanien und Quebracho benutzten. Die untersuchten 
Lésungen wurden auf einen bestimmten Gehalt an Tanniden in einem 
Liter gebracht, darauf wurde eine gewisse Menge Kochsalz zugefiigt. Die 
ersten Fallungsfraktionen bestehen aus den grébsten Teilchen, sie sind nur 
sehr schwer léslich, was auf ihre hydrophobe Natur hinweist. Die nach- 
folgenden Fraktionen bestehen aus Teilchen immer geringerer GréBe, die 
durch ihre immer gréBere Lésbarkeit ausgezeichnet sind. 

Nach dem Lésen und nachtraglichen Aussalzen irgend einer Fraktion 
konnte es niemals gelingen, sie wiederum zu gewinnen, denn es entsteht 
eine weitere Verteilung dieser Fraktion in mehrere neue Fraktionen, was 
dadurch bedingt wird, daB die einzelnen isolierten Teilchen sowohl Aggre- 
gierung als auch eine Zerlegung erleiden und die Teilchen verschiedene 
GréBen erzeugen. 

Bei Berithrung einer solchen polydispersen Lésung des Tannids mit 
dem Hautstoff, der nach seiner Struktur als Koagel angesehen werden 
darf, wirkt der Hautstoff pektinierend auf einen Teil der léslichen Tannide, 
wandelt sie teilweise in in Wasser unldsliche Substanzen um, indem sie 
sich an Fasern und an Micellen abscheiden und durch Adsorptionskrafte 
festgehalten werden. 
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Wie nun ersichtlich ist, hat die oben auseinandergesetzte physikalische 
Theorie der Gerbung mehr Stiitzpunkte fiir ihre Begriindung als die oben- 
erwahnten chemischen Theorien. 

Noch mehr spezialisiert und brauchbar erscheinen die Ansichten von 
Procter und Wilson, die sich den Gerbvorgang als eine Zusammenwirkung 
von chemischen und physikalischen Vorgangen vorstellen. 


IV. 

Procter und Wilson betrachten die gerbenden Substanzen als Kolloide, 
welche aus kleineren Teilchen bestehen, denen ein groBes Molekulargewicht 
eigen ist. 

Kolloide Aggregate (Polyone) der Hautsubstanz und der Tannide 
sind Trager elektrischer Ladungen. Tannide sind negativ geladen, die Haut 
in saurer Lésung tragt positive Ladung. Bei Beriihrung des gerbenden 
Stoffes mit der Haut erfolgt Neutralisation der Ladungen und gleichzeitig 
die gegenseitige Fallung von entgegengesetzt geladenen Kolloiden der Haut 
und des Gerbstoffes. 

Die Tiefe der Gerbung ist nicht von den absoluten GréBen der Ladungen 
abhangig, sondern ist von der Potentialdifferenz bedingt, welche durch den 
Elektrolytgehalt in einer Lésung sich andert, obwohl die GréBe der elek- 
trischen Ladungen dieselbe bleiben kann. 

Die gerbende Wirkung eines Gerbextraktes wird nicht nur durch die 
Gegenwart von Tanniden bedingt, sondern ist auch von den Nichttanniden 
beeinfluBt. Die Frage, inwieweit die Anwesenheit von Nichttanniden in 
Gerbextrakten nétig ist, harrt noch der Entscheidung; viele Gerbpraktiker 
zeigen Bestrebungen, mdglichst vollwertige Extrakte zu beziehen, d. h. 
Extrakte mit méglichst kleinem Gehalt an Nichttanniden. 

Die sogenannten Nichttannide sind hauptsachlich zuckerartige Sub- 
stanzen, aber sie sind hiufig mit betrachtlichen Mengen von Stoffen ver- 
schied*nster chemischer Natur begleitet, und nicht selten stehen sie in naher 
Verwandtschaft zu den wirklichen Gerbstoffen. Derartige Nichttannide, 
die am besten als Tannoide zu bezeichnen sind, werden, gleich einfachen 
Nichttanniden, vom Hautpulver nicht fixiert, was bei echten Tanniden 
dagegen der Fall ist ; jedoch kénnen unter Umstanden im Laufe des Gerbungs- 
prozesses solche Tannoide sich in echte Tannide verwandeln. Wegen der 
groBen Unbestandigkeit (physikalischen sowie chemischen) der kolloiden 
Stoffe in Gerbextrakten, erscheint es kaum zweckméBig, Tannide und 
Nichttannide zu unterscheiden, wie das gegenwartig bei Anwendung der 
Hautpulvermethode geschieht. 

Was die Zuckerstoffe anbetrifft, so rufen sie sehr leicht Géarungen 
hervor und bilden dabei die Saéuren, die fiir den GerbungsprozeB auBerst 
wichtig sind. Bei Garungen, welche die Tannoide auch erleiden kénnen, 
entstehen aber wenig dissoziierbare Sauren; fiir die Gerbung kommen 
aber nur gut dissoziierbare Séuren in Betracht. Darum empfiehlt Paessler, 
die Gerbsifte nicht garen zu lassen und sie kiinstlich mit Milchséure an- 
zusduern. Die Gegenwart von Nichttanniden iibt einen ungiinstigen Einflu8 
auf die Wasserstoffionenkonzentration aus. 

Je reicher ein Gerbstoff an Nichttanniden ist, desto kleiner sind seine 
adstringierenden Eigenschaften. In Gerbsaften mit starken adstringierenden 
Eigenschaften erscheint die Diffusionsgeschwindigkeit von Tanniden in die 
BléBe sehr vermindert. Bei der Gerbung der Blé8e mit sogenannten ,,ver- 
edelten“‘ Gerbextrakten ist eine sehr groBe Vorsicht erforderlich, weil bei 
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einer derartigen Gerbung die auBere BléBenschicht, das sogenannte Antlitz, 
eine schnelle Durchgerbung erleidet und das Durchdringen des Tannids in 
die Tiefe verhindert; man erhalt ein schrumpfiges minderwertiges Leder. 
Die Gegenwart von Nichttanniden hindert die Vereinigung der BléBe mit 
den Gerbstoffen, aber dafiir wird die Geschwindigkeit des Durchdringens 
der Tannide in die Tiefe der Bl6Be wesentlich erhéht. Das kann man dadurch 
erkliren, daB die Nichttannide aus weit kleineren Teilchen bestehen als 
die Tannide; sie diffundieren schneller und bilden zuerst eine unbestindige 
Verbindung mit Kollagen. Die Tannide diffundieren langsamer und auf 
ihrem Wege begegnen sie Kollagenteilchen, die schon mit Nichttanniden 
beladen sind. 

Labile Verbindungen von Nichttanniden (richtiger von Tannoiden) 
mit Kollagen zerfallen beim Anwachsen des Sdauregrades, die Tannide 
treten dann mit dem Hautstoff zu einer mehr oder minder festen Ver- 
bindung zusammen, die irreversibel ist und die ganze Dicke der Haut 
durchdringt. Die ausgefallenen Nichttannide, soweit sie nicht absorbiert 
bleiben, werden ausgewaschen. . 

In ganz allgemeinen Ziigen kann man sich so die physiko-chemische 
Theorie der Gerbung vorstellen ; sie hat das Verdienst, den Lederherstellungs- 
vorgang aufzuklaéren nicht nur auf Grund nur physikalischer Eigenschaften 
des Hautstoffes und der Gerbstoffe, sondern auch durch Anerkennen von 
chemischen Reaktionen zwischen Kollagen und Tanniden bzw. Tannoiden. 


Vv. 

Bei der Besprechung der chemischen Theorien der Gerbung hat 
sich gezeigt, daB die Kollagenmicellen, die wahrscheinlich als eine poly- 
zyklische Bildung aus vier Gliedern betrachtet werden kénnen, eigent- 
lich keine geniigend ausgeprigten chemischen Potenzen fiir die gerbenden 
Substanzen besitzen. Hinsichtlich der Polyphenole, zu denen die meisten 
pflanzlichen Gerbmittel gehéren, erscheinen die freien Aminogruppen 
des Kollagens, inwieweit sie noch vorhanden sein kénnen, durchaus 
nicht als gute Akzeptoren bzw. Fixatoren, wie es aus dem Gebiete 
der synthetischen Chemie der Polypeptide und Cyklopeptide bekannt 
ist. Ebenfalls unaufgeklart sind die Méglichkeiten der Kondensation 
zwischen den Phenolhydroxyden der Phenolsiuren der Gerbstoffe 
und den Enolhydroxyden der Cyklopeptide bzw. mit Seitencarboxylen 
von Diketopiperazinderivaten. 

Wenn man sich irgend eine Verbindung zwischen dem Tetra- 
cyklo-peptin der Kollagenmice]le und den Phenolsauren des Gerbstoffes 
als existenzfihig vorstellen kénnte, so ist das nur eine komplexe labile, 
molekulare Bindung; eine solche Bindung ist aber ungeniigend zur 
Erklarung des Wesens der Gerbung. 

Keine der oben erwaihnten Theorien der Gerbung zieht also genii- 
gend in Betracht, daB die Gerbstoffe an und fiir sich auBerst verander- 
liche Substanzen sind; die Tannide verwandeln sich leicht in unlésliche 
Kondensations- bzw. Oxydationsprodukte; die Tannoide kénnen in 
Tannide iibergehen und kénnen eine Reihe reversibler und irreversibler 
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Zwischenstufen bilden. Diese Vorgiinge spielen sich nicht nur im Laufe 
der Lederherstellung ab, sondern sie kénnen auch kiinstlich reprodu- 
ziert werden. Wenn wir die Verhaltnisse zwischen Tanniden und Nicht- 
tanniden (bzw. Tannoiden) studieren wollen unter Ausschlu8 des Zeit- 
faktors, den wir durch verschiedene Konzentrationen des Ammonium- 
carbonats ersetzen, und wenn wir die natiirlichen Diffusionsbedingungen 
in der Bl6Be durch die beschleunigte Beriihrung des gepulverten Haut- 
stoffes beim kraftigen Schiitteln desselben mit Gerblésungen von ge- 
eigneter Konzentration ersetzen, so kénnen wir uns davon iiberzeugen, 
daB auch an einem derart vereinfachten Modell eine sehr verwickelte 
Kompliziertheit der Erscheinungen beobachtet wird. - 


Auf Grund unserer Untersuchungen erscheint uns der allgemeine 
Chemismus der Gerbung in einer ganz anderen Art. Als entscheidende 
Momente kénnen dabei folgende angesehen werden: 1. Die Verander- 
lichkeit von Tanniden und Tannoiden, die leicht unter dem Einflu8 
von Ammoniak und Aminen in einen irreversiblen Zustand iibergehen 
und als unlésliche Substanzen sich ausscheiden, die als Kondensations- 
bzw. Oxydationsprodukte der urspriinglichen Gerbstoffe angesehen 
werden kénnen; 2. die Fahigkeit des Hautstoffes, unter der Einwirkung 
von Enzymen und hydrolytischen Agenzien, die bei der Herstellung 
des Leders gebraucht werden, sich teilweise zu zersetzen unter Aus- 
scheidung von Ammoniak und Aminen. 


Die Gerbstofflésiing, die aus Tanniden, Tannoiden und Nicht- 
tanniden (Zuckerarten, Harzseifen, Glykoside usw.) besteht, befindet 
sich in einem gespannt-dynamischen Gleichgewicht, das unter dem 
Einflu8 minimaler Konzentrationen fremder Beimengungen gestért 
werden kann. Durchdringend zwischen den Fasern und Micellen des 
Hautstoffes kommt die gerbende Lésung in innige Beriihrung mit 
kleinen Kenzentrationen von Ammoniak und Aminen, die von der 
Hautsubstanz abgegeben werden und deren Menge groB genug erscheint, 
um die Tannide in Form unléslicher Metatannide (bzw. Phlobaphene) 
auszuscheiden und in diinnster Schicht die Kollagenfasern zu decken, 
wodurch der Effekt der Gerbung erreicht wird. Bei solcher Ansicht 
itiber das Wesen der Gerbung wird nicht nur den koiloiden physika- 
lischen Umwandlungen der gerbenden Stoffe Rechnung getragen, 
sondern in gleichem Mafe auch den chemischen Veranderungen des 
Hautstoffes; die Beeinflussung der Enzyme und die Besonderheiten 
der chemischen Konstitution des Kollagens wurden in Betracht gezogen. 


Das experimentelle Material, das wir unten in geniigender Fiille 
darlegen, liefert den Beweis, da unsere Theorie der Gerbung den Vorteil 
gréBerer Einfachheit fiir die Erklarung vieler Momente hat, die von 
friiheren Theorien fast unberiihrt gelassen wurden. 
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Gerade dasjenige Hindernis, das in der Praxis bei der Lederher- 
stellung fiir die Fachleute am meisten unangenehm war, und mit dem 
am meisten gekampft wurde, erscheint nach unserer Ansicht die Aus- 
scheidung des sogenannten Unléslichen als das wesentlichste Moment 
der Gerbung; die groBe Kunst des Gerbers besteht einmal darin, diese 
leicht unléslich werdenden Substanzen in léslicher Form dem Haut- 
stoff zuzufiihren, und ferner darin, auf der Kollagenfaser selbst diesen 
Vorgang zu realisieren, d. h. die léslichen Tannide in das unldésliche 
Metatannid umzuwandeln. 


Eingehende weitere Untersuchungen sowohl im Laboratorium 
unter Anwendung verschiedener Kombinationen von isolierten Sub- 
stanzen als auch bei komplizierten natiirlichen Verhaltnissen in Leder- 
fabriken miissen naher die reale Bedeutung der hier geauBerten An- 
sichten erweisen!. ; 


Experimenteller Teil. 
(Bearbeitet gemeinsam mit M. Blumenthal.) 


Die neuere Klassifikation der Gerbstoffe, die von Procter und Stenhouse 
vorgeschlagen wurde, stiitzt sich auf das Verhalten derselben bei Erwirmung 
auf 180 bis 200°; die Gerbstoffe erleiden dabei eine Zersetzung unter Bildung 
von Pyrogallol oder Brenzkatechin oder beider gleichzeitig. Wir unter- 
scheiden daher drei Kategorien von Gerbstoffen: 

I. Die Pyrogallolgruppe, 
II. die Brenzkatechingruppe, 

III. die gemischte Pyrogallol-Brenzkatechingruppe. 

Eine andere Klassifikation teilt simtliche Gerbstoffe in zwei Haupt- 
klassen : 

A. Gerbstoffe, die zur hydrolytischen Spaltung durch Saéuren oder 
Enzyme (wie Tannase) befahigt sind. Hinfache Gerbstoffe. 

B. Gerbstoffe, die hydrolytisch nicht spaltbar sind. Kondensierte 
Gerbstoffe. 

Threr chemischen Natur nach sind beide Klassen Derivate von Phenol- 
sduren. Zur Klasse A gehéren entweder Polydepside oder glykosidartige 
Verbindungen zwischen Phenolséuren oder Depsiden mit Zuckerarten, wie 
z. B. die Glykoside der Ellagséiure, eines zyklischen Didepsids, oder das 
Tannin, dessen Konstitution als Glykosid eines Gallusséuredidepsids auf- 
geklart ist. 

Kondensierte Gerbstoffe aus der Klasse B sind besonders zahlreich. 
Hier kénnen Phloroglucin-haltige und Phloroglucin-freie Gerbstoffe unter- 
schieden werden. 

Der Phloroglucinkern wird 6fters mit Brenzkatechin und seltener mit 
Resorcin und Pyrogallol kombiniert. 


1 Anmerkung: Es ist zu beachten, welche Rolle das Ammoniumchlorid 
bei der Vorbehandlung der Bl6Be mit Oropon spielt; hier findet nicht nur 
eine enzymatische Einwirkung allein statt, sondern auch die Durchtrankung 
des Kollagens mit Ammoniak liefernden Salzen. 
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Bei unseren Untersuchungen iiber das Verhalten der Tannide und 
Tannoide gegen Hautpulver und Ammoniumcarbonat hatten wir folgende 
Gerbstoffe benutzt: 


1. Extrakt aus Eichenholz, 
2. Extrakt aus Valonea, 
3. Quebracho-Extrakt, 

4. Fichtenrinde-Extrakt, 

5. Badanwurzel-Extrakt. 


Von diesen Gerbstoffen gehéren Eichen- und Valoneaextrakte zur 
Pyrogallolgruppe, Quebracho- und Fichtenextrakte zur Brenzkatechin- 
gruppe ; der Badanextrakt entfallt auf die Gruppe der gemischten Pyrogallol- 
Brenzkatechingerbstoffe. Samtliche obengenannten Gerbstoffe miissen 
jedoch zu den kondensierten gezihlt werden. Eine nahere Untersuchung 
dieser Gerbstoffe in chemischer Hinsicht ist in dieser Arbeit nicht beabsichtigt. 


Die Eichen- und Valoneaextrakte wurden von der Extraktionsfabrik 
zu Maikop bezogen, dort wurden sie in tiblicher Weise durch Auslaugen der 
entsprechenden Materialien mit heiBem Wasser und Abdampfen in vacuo 
gewonnen. Der Quebrachoextrakt, Marke ,,Corona‘*, wurde ohne weitere 
Nachbehandlung benutzt. Die Badan- und Fichtenextrakte wurden in 
der Versuchsfabrik des Instituts fiir angewandte Chemie dargestellt unter 
Anwendung des Verfahrens fiir die Veredelung der Gerbstoffe!. Das Gerb- 
material wurde nach seiner Zerkleinerung einem fraktionierten Auslaugen, 
zuerst mit kaltem und dann mit heiBem Wasser unterzogen. In kalten 
Ausziigen haufen sich hauptsachlich die Nichttannide (Zuckerstoffe usw.), 
Tannoide und ein Teil der Tannide an, diesen Auszug hatten wir weggelassen. 
Wir nahmen den zweiten ,,heiBen Auszug‘, der in vacuo bis zur Trockne 
abgedampft wurde. 

Obengenannte Rohextrakte, die als Gemische vieler und mannigfaltiger 
Stoffe angeszhen werden miissen, wurden zwecks weiterer Reinigung und 
Isolierung von eigentlichen Tanniden nach dem Verfahren von Freudenberg 
behandelt. Die eigentlichen Gerbstoffe oder sogenannten Tannide, die 
durch Hautpulver adsorbierbar bzw. fest fixierbar sind, kénnen géanzlich 
mit basischen Bleiacetatlésungen niedergeschlagen werden und auf solche 
Weise von Nichttanniden verschiedener Art, die durch Hautpulver nicht 
aufgenommen werden, getrennt werden. Der Tannid-Bleiniederschlag wird 
nach sorgfaltigem Waschen mit Schwefelwasserstoff oder mit der berechneten 
Menge Schwefelséure zerlegt und reine Tannide wurden hergestellt. 


Dieses Verfahren wurde in folgender naherer Ausfiihrung angewendet. 


Eine bestimmte Portion des Gerbeextraktes wurde in heiBem Wasser 
so gelést, daB man eine 5% ige Lésung erhielt. Nach dem Abkiihlen der 
Lésung fullt man bis zu einem gewissen Volumen auf, z. B. bis 2000 ccm, 
und fallt mit einem Uberschu8 basischer Bleiacetatlésung. Diese wird 
folgendermaBen dargestellt: 300g Bleiacetat und 100g Bleioxyd werden 
unter Hinzufiigung von 50cem Wasser zusammen in einem Morser ver- 
rieben; dann wird alles im Wasserbade bis zur Bildung eines weiBen Nieder- 


1 W. S. Ssadikow und P. A. Jakimow, The obtainment of extracts of 
highest quality from badan and other local tanning materials; Transactions 
of the State Institute of Applied Chemistry Nr. 6, 40 bis 63, Moscow 1927 
(russisch). 
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schlags erwarmt; man iiberfiihrt in einen MeBkolben von 1 Liter Inhalt; 
auf dem Boden des Kolbens setzt sich ein weiBer Bodensatz ab; die oben 
befindliche, ganz klare Fliissigkeit wird fiir die Fallung der Tannide benutzt. 

Um einen gréBeren Uberschu8 des Bleireagens zu vermeiden, titriert 
man zuerst eine kleine Probe der Gerblésung mit Hilfe dieses Reagens. 

Der Blei-Tannidniederschlag wird durch mehrmalige Dekantationen 
und Waschen mit frisch ausgekochtem, kohlenséiurefreiem Wasser gewaschen 
und dann mit Schwefelwasserstoff unter heftigem Riihren und Erwarmen 
zerlegt. Diese Operation ist mehrfach zu wiederholen. 

Wegen der kolloiden Eigenschaften des Schwefelbleis und der Tannid- 
lésung 14Bt sich letztere nur schwer filtrieren, was viel Zeit in Anspruch 
nimmt und zu sekundaéren Oxydationen der Tannide fiihren kann; um dies 
zu vermeiden, ist es besser, die Filtration in der Atmosphire eines indiffe- 
renten Gases auszufiihren. Das Filtrat wird in vacuo abgedampft und bei 
60° ohne Luftzutritt getrocknet. 


Bestimmungsmethoden der Tannide. 


Zur quantitativen Bestimmung der Tannide, die in Gerbextrakten 
zugegen sind, existieren gegenwartig folgende zwei Verfahren: 

1. Methode von Léwenthal', die auf der Oxydierbarkeit der Tannide 
mit Permanganat in Gegenwart von Indigosulfoséure beruht. 

2. Methode von Procter*, die sich auf die Aufnahmefahigkeit der Tannide 
durch Hautpulver griindet. 

Die Léwenthalsche Methode, auf komplizierte Gerbextrakte angewandt, 
gibt keine zuverlassigen Resultate wegen einer zu groBen Anzahl mannig- 
faltiger anderer organischer Substanzen (Zuckerarten, Glykoside, Pigmente 
und dergleichen) (Sisley*). Bessere Ergebnisse erhalt man, wenn man die 
Tannide. vorerst als Zinksalze abscheidet. Bei der Isolierung der Tannide 
durch Bleisalze kann die Léwenthalsche Methode gewisse Dienste leisten. 

Was die Proctersche Methode anbetrifft, so ist sie nach Untersuchungen 
von Muntz und Ramspacher* wenig zuverlassig in Gegenwart von Gallusséure 
und anderen Saéuren, die auch durch Hautpulver adsorbierbar sind. Das 
gleiche hat auch Ruoss® beobachtet. 

Unlangst hatten S. Krishna und Nathu Ram® eine neue Methode zur 
Bestimmung der Tannide angegeben, welche richtige Resultate liefern soll. 
Die Gerbsaéuren werden bei saurer Reaktion mit tiberschiissiger Trichlortitan- 
lésung in Form eines orangeroten Niederschlags gefallt; tiberschiissiges 
TiCl, kann mit Eisenalaunlésung in Gegenwart von Rhodankalium als 
Indikator zuriicktitriert werden. 

Titantrichlorid gibt auch Fallungen mit anderen Oxyséuren (Gallus- 
sdure, Salicylsiure, Mandelséure usw.); aber diese Fallungen sind in 
schwacher Salzséiure gut léslich, wahrend Titanderivate der Tannide in 
Salzsiure unléslich sind. Der Vergleich der Titanmethode mit der Haut- 


1 Zeitschr. f. anal. Chem. 16, 33, 48. 
2 Chem. News 36, 58. 

% Bull. Soc. chim. France (3) 9, 755. 
4 Ebendaselbst (4) 2, 24. 

5 Zeitschr. f. anal. Chem. 135, 689. 

® Ber. d. deutsch. chem. Ges. 61, 771. 
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pulvermethode ergab, daB die letztere nur 90% der tatsachlichen Menge 
der Tannide angibt, wenn dabei keine Gallusséure vorhanden ist; sonst ist 
der Fehler noch gréBer. 

Bei der vorliegenden Untersuchung konnte leider die Titanmethode nicht 
angewendet werden, da unsere Arbeit fast beendet war, als wir von dieser 
neuen Methode Kenntnis erhielten. Die Anwendbarkeit der Léwenthalschen 
und Procterschen Methoden schien uns recht zulassig, da wir meistenteils 
mit isolierten Tanniden und nicht mit Gerbextrakten zu tun hatten. AuBer- 
dem handelt es sich nicht um die absoluten, sondern nur um vergleichbare 
Werte. 

Selbstverstandlich muB bei der Fortsetzung dieser Untersuchung die 
neue Titanmethode beriicksichtigt werden. 


Offizielle Methode. 


Unter offizieller Methode sind die Vorschriften bekannt, welche zur 
Analyse der Gerbmaterialien streng empirisch angegeben sind und durch 
internationale Vereinbarung der Lederchemiker als leitende anerkannt sind. 

Das Wesen der offiziellen Methode besteht darin, daB man die Menge 
von léslichen Stoffen bestimmt, die in der Gerbstofflésung vorhanden sind 
und die nach dem Behandeln der Gerbstofflésung mit Hautpulver noch 
iibrigbleiben; das Hautpulver adsorbiert und zieht die sogenannten ger- 
benden Stoffe aus, wahrend die Nichttannide keine Verainderung bzw. 
Verminderung ihrer Menge erleiden. 

Zur Ausfiihrung einer derartigen Adsorptionsanalyse miissen gewisse, 
am meisten giinstige Bedingungen ausgewahlt werden, sowohl in bezug auf 
den Adsorbenten (Tannid), als auch in bezug auf das Adsorbens (Hautpulver). 
Die Praxis hatte ergeben, da8 fiir die Gerblésung die geeignetste Konzen- 
tration 3,5 bis 4,5°% der Trockensubstanz ist. 

Zur Charakteristik eines Gerbextraktes miissen folgende Bestimmungen 
ausgefiihrt werden: 

1. Bestimmung des Trockenriickstandes. 

Der Trockenriickstand wird ermittelt durch Trocknen einer gewogenen 
Menge des Extraktes bis zum konstanten Gewicht bei 100 bis 102°C. 

2. Bestimmung der léslichen Substanzen. 

Sie besteht darin, daB ein gewisses Volumen klar filtrierter Lésung' 
eines Gerbmittels abgedampft wird bis zum konstanten Gewicht getrocknet 
und gewogen. 

3. Bestimmung von unldslichen Substanzen. 

Sie wird ermittelt durch die Differenz zwischen dem Gesamttrocken- 
gewicht und der Gesamtmenge von léslichen Substanzen. 

4. Bestimmung von Nichttanniden. 

Die Gerblésung wird durch Schiitteln mit chromiertem Hautpulver 
entgerbt. Das Schiitteln dauert so lange, bis das klare Filtrat nach dem 
Zusatz von Gelatinelésung und Kochsalz keine Opaleszenz mehr hervorruft. 
Auf 100 ccm einer Gerblésung (3,5 bis 4,5 %) nimmt man von 6,5 g trockenem 
Hautpulver eine entsprechende Menge von chromiertem, wasserhaltigem 


1 Das Filtrat mu8 klar erscheinen, sowohl in durchgehendem, als auch 
in reflektiertem Lichte; der Faden der elektrischen Lampe mu8 durch die 
Schicht des Filtrats von 5cm Dicke sichtbar sein. 
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Hautpulver. Der Chromgehalt in demselben darf nicht kleiner als 0,2°, 
und nicht gr6éBer als 1,0°%, sein. Das chromierte Hautpulver beim Kontroll- 
versuch und Durchwaschen mit destilliertem Wasser darf beim Abdampfen 
von 100cem vom Waschwasser nicht mehr als 0,005 g¢ trockenen Riick- 
stand liefern. 


Ausfiihrung der Entgerbung von Gerblésungen. 


Man bestimmt die Feuchtigkeit von lufttrockenem Hautpulver durch 
Trocknen desselben bis zum konstanten Gewicht bei 105°. Man berechnet 
die Menge des lufttrockenen Hautpulvers, die 6,5g des véllig trockenen 
Hautpulvers entspricht. 


Dann unterwirft man das Pulver der Chromierung. Zu diesem Zweck, 
je nach der Zahl der zu erwartenden Analysen, nimmt man die entsprechende 
Menge des Hautpulvers, fiigt zu ihr die zehnfache Menge destillierten 
Wassers und einer Lésung von basischem Trichlorchrom hinzu, die in fol- 
gender Weise bereitet wird: 100g CrCl, werden in heiBem Wasser gelést; 
man lést ebenfalls 30g trockener Soda in Wasser, erwairmt diese Lésung 
und fiigt die heiBe Lésung des Trichlorchroms hinzu, bei fortwaihrendem 
Schiitteln. Die erhaltene Lésung wird bis zu einem Liter aufgefiillt. Auf 
6,5 g trockenen Hautpulvers nimmt man 1,3 ccm dieser Chromsodalésung. 

Das Hautpulver wird mit Wasser und Chromlésung im Laufe einer 
Stunde auf der Maschine geschiittelt; man iibertrigt es nachher anf den 
Biichnerschen Trichter, der mit Leinwand bekleidet ist, und wascht so lange 
mit Wasser, bis nach dem Zusatz eines Tropfens von 10°, iger Kalium- 
bichromatlésung und vier Tropfen n/10 Silbernitratlésung zu 50 cem 
Waschwasser eine ziegelrote Farbung sich zu bilden anfangt. 

Das gewaschene chromierte Pulver wird abgepreBt und gewogen. 
Auf je eine Bestimmung nimmt man nicht mehr als 26,5 g feuchten Pulvers, 
was 6,5g des trockenen Pulvers entspricht. Wenn das Gewicht einer 
Portion des feuchten Pulvers kleiner als 26,5g erscheint, so fiigt man so viel 
destilliertes Wasser hinzu, daB das Gewicht bis 26,5 g erreicht wird. 

Zu jeder Portion zu 26,5 g des Hautpulvers werden 100 cem der nicht 
filtrierten Lésung des Gerbstoffes zugegeben, und dann wird zur vdlligen 
Entfarbung der Lésung geschiittelt. Man filtriert die entgerbte Lésung 
und das bestimmte Volumen des Filtrats wird abgedampft und bis zum 
konstanten Gewicht bei 105° getrocknet. : 


Ermittlung der Tannide. 


Die Menge der gerbenden Stoffe bzw. Tannide wird aus der Differenz 
zwischen der Gesamtmenge von léslichen Substanzen und der Menge von 
nichtgerbenden Stoffen berechnet. 


Gutwertigkeit des Gerbextraktes. 


Damit wird das Verhaltnis der gerbenden Stoffe (ev. durch Haut- 
pulver adsorbierbaren Stcffe) bezeichnet zu der ganzen Menge der lés- 
lichen Stoffe auf 100g derselben bezogen. 


Methode von Lowenthal. 


Die gerbenden Stoffe zum Unterschiede von nicht gerbenden Stoffen 
werden durch Permanganat in Gegenwart von Indigosulfoséure oxydiert ; 
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die letztere fungiert nicht nur als ein Indikator, sondern wirkt regulierend 
auf die Oxydation der Gerbstoffe selbst. 


In Gerbextrakten befinden sich auBerdem die Substanzen, die sich 
auch ohne Indigosulfoséure oxydieren. Fiigt man eine Permanganatlésung 
sehr schnell zur Lésung des Gerbextraktes zu, so vollzieht sich wegen des 
eng lokal begrenzten Uberschusses des Permanganats die Oxydation nicht 
nur von gerbenden, sondern auch von nicht gerbenden Substanzen; an den 
Stellen dagegen, welche von den Punkten der fallenden Permanganattropfen 
entfernt sind, findet itberhaupt keine Oxydation statt. Es erscheint darum 
notwendig ein langsames Hinzufiigen des Permanganats und kraftiges 
Schiitteln. 

Da bei der Permanganateinwirkung nicht nur die gerbenden, sondern 
auch die nichtgerbenden Substanzen oxydiert werden, so nimmt man, 
um die richtige Menge der Gerbstoffe zu ermitteln, eine zweimalige Titration 
vor, namlich vor und nach der Entgerbung der Lésung mit Hautpulver. 
Die Differenz zwischen beiden Angaben zeigt diejenige Permanganatmenge, 
welche wirklich fiir die Oxydation der Gerbstoffe verbraucht wird. 

Die Entgerbung wird nach der offiziellen Methode ausgefiihrt, und alle 
Fehler derselben werden von der Léwenthalschen Methode iibernommen. 


Man nimmt fiir die Titration eine Lésung, die 0,5 g Permanganat 
im Liter enthalt. Indigosulfosiurelésung wird folgendermaBen bereitet : 
1 g Indigo wird mit 50 ccm konzentrierter H,SO, gemischt und auf eine 
Stunde im Thermostaten bei 60° C aufbewahrt, dann mit Wasser auf 1000ccem 
verdiinnt und filtriert. 

10 cem Indigolésung mu8B 10 ccm Permanganatlésung entsprechen. 

Die Menge von oxydierbaren Gerbstoffen wird durch eine aquivalente 
Menge Tannin ausgedriickt ; daher ist es notwendig, zuerst den Permanganat - 
titer auf Tannin einzustellen. Man nimmt 2g vé6llig trockenen Tannins 
und lést es in 1000cem Wasser; 5ecm dieser Tanninlésung werden bis 
400 cem mit Wasser verdiinnt und mit 10 ccm Indigolésung versetzt und 
dann mit Permanganatlésung titriert; man bestimmt, wieviel Gramm 
Tannin einem Kubikzentimeter der Permanganatlésung entsprechen. 


Bei der Bestimmung von gerbenden Substanzen, die aus den 
Extrakten isoliert werden, gleichzeitig nach der Adsorptionsmethode (mit 
Hautpulver) und nach der Oxydationsmethode (nach Léwenthal) erhalten 
wir in den meisten Fallen keine Ubereinstimmung; die Differenzen kénnen 
sehr bedeutend sein. Beide Methoden bestimmen also verschiedene 
Arten bzw. Modifikationen der Tannide. Das Hautpulver ermittelt 
die Tannide, welche durch Kollagen adsorbierbar sind; wir werden sie 
als K-Tannide bezeichnen. Die Léwenthalsche Methode bestimmt die 
Tannide, welche oxydierbar sind; wir wollen sie als L-Tannide bezeich- 
nen. Ob Tannide vorkommen kénnen, welche durch Hautpulver nicht 
adsorbiert werden (K,-Tannide) und nach Léwenthal titrierbar sind, 
und solche, welche im Gegenteil mit Hautpulver adsorbierbar und nicht 
oxydierbar sind (L,-Tannide), wird die nachfolgende spezielle Unter- 
suchung aufklaren. 
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Eichentannide. 

Man gewinnt gewoéhnlich Eichenextrakt aus Eichenholz, weil 
Kichenrinde die heiSe Extrahierung nicht ertragt; Eichenrindetannid 
erleidet beim Erwarmen eine Zersetzung unter Ausscheidung von 
sogenanntem ,,Eichenrot*. 

Eichengerbstoffe erleiden eine schnelle Veranderung nach deren 
Entfernung aus der Pflanze und beim Trocknen. Ausziige aus der ge- 
trockneten Rinde enthalten die Stoffe von ganz anderer Zusammen- 
setzung, wie sie in frischer Pflanze vorhanden sind. Diese Veranderungen 
sind durch besondere Gerbenzyme bedingt. 

Um den urspriinglichen Gerbstoff im unbeschadigten Zustande zu 
gewinnen, mu8 man ihn aus der lebendigen Pflanze auf solche Weise 
ausscheiden, daB dabei die Gerbenzymwirkung nicht zugelassen wird. 

Beriicksichtigt man diese Verhaltnisse naher, so mu8 man annehmen, 
daB das Auffinden derartiger Verbindungen im Eichenextrakt, wie 
Phloroglucin, Protokatechusiure oder Brenzkatechin, keine unmittel- 
bare Beziehung zur Konstitution des eigentlichen Gerbstoffes auf- 
weisen, wenn diese Verbindungen als Zersetzungsprodukte fremder 
Beimengungen, namlich des Quercetins, betrachtet werden miissen. 

Freudenberg und Vollbrecht' studierten die Eigenschaften und den 
chemischen Bau des Eichengerbstoffes, der von ihnen aus jungen Eichen- 
blattern vor ihrem Verwelken durch Auskochen dargestellt wurde, indem 
die oxydierenden Enzyme vernichtet wurden; das primaire Tannid wurde 
dann mit neutraler Bleiacetatlésung vollstandig gefallt und der Nieder- 
schlag mit Schwefelsaure zerlegt. Auf diese Weise war es gelungen, den 
Gerbstoff von Ellagséure, Quercetin und Quercitrin§ (bzw. Quercetin- 
Rhamnosid) zu befreien. Nach dem Ausziehen mit Athylessigither im 
Dakinschen Vakuumextraktionsapparat erhilt man den Gerbstoff im 
kristallinischen Zustande mit einer Ausbeute von 1,4 °%, des frischen Materials. 

Bei der Spaltung des Eichentannids mit Schwefelséure wurden isoliert : 
Ellagséiure, Glucose und Eichenséure. Ellag- und Eichenséuren sind 
miteinander vereinigt depsidartig, und auBerdem ist das Phertolhydroxy] 
der Eichsaéure mit der Aldehydgruppe der Glucose kondensiert. 

Der Eichenextrakt, mit dem wir gearbeitet hatten, wurde von 
der Maikopschen Extraktionsfabrik bezogen und stellte einen Auszug 
aus Holz mit Rinde zusammen dar. Die Maikopsche Eiche gehért zur 
kaukasischen Varietat Quercus pubescens. Der Maikopsche Eichen- 
extrakt war fliissig. Nach dem Trocknen und Erwarmen von 180 bis 
200° zeigte er positive Reaktion auf Pyrogallol; mit Eisenoxydsalzen 
beobachtet man eine Blaufarbung. Formaldehyd ruft keinen Nieder- 
schlag hervor. 


1 Freudenberg und Vollbrecht, Lieb. Ann. 129, 384, 1922; Ber. 55, 
1737, 2420, 2813, 1922. A. Perkin und J. Ugeda, Journ. Chem. Soc. 121, 
66, 1922. K. Freudenberg, Chemie der natiirlichen Gerbstoffe. Berlin 1920. 


21* 
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Die Analyse des Eichenextraktes aus Maikop ergab folgendes: 


Genommen 16g in 1 Liter Wasser. 


Trockenttickstand.......... 06% 
ae meee ee a. Se eae 
Weneemeee meets... ww tt we Cw el OEY, 
ee Ce eee! 
IS ee 5 eee ee eee a ee 
NS gg ok a Ske 6 ee a 
ge OS Ge ee 8 ee 


Reine Tannide wurden aus diesem Eichenextrakt auf oben be- 
schriebene Weise isoliert. 

Nach dem Zerlegen des Bleiniederschlages mit Schwefelwasserstoff 
wurde das Filtrat von Schwefelblei in vacuo nur bis zur dicken Kon 
sistenz abgedampft und weiter im Thermostaten nicht getrocknet. 

Eichentannide sind in heiBem Wasser léslich, ebenfalls in Ather, 
unléslich aber in Alkohol. 


Analysen des nicht getrockneten Eichentannids zeigten folgendes 





I II Il 
Trockenriickstand % 63,8 63,3 64,2 
Lésliche Stoffe . % 63,8 63,3 64,2 
Unldésliche Stoffe . % 0 0 0 
Nichttannide . % 15,3 15,S 15,4 
Tannide. oy Lee ete 48.5 47.4 48.8 
Gutwertigkvit .......% 76,0 74.9 76,0 

° 


Nach dem Trocknen dieses Eichentannids im Thermostaten bis 
zum trockenen Zustande andert es seine Eigenschaften. Es wird nicht 
vollstandig in heiBem Wasser léslich, wird unléslich in Ather und Alkohol. 


x 


Die Analysen des trockenen Eichentannids ergaben folgendes: 











Praparat Nr. 1 Priparat Nr. 2 

; “ae eee ys 7 
Trockenriickstand % 91,0 91,0 88,8 89,1 
L,jsliche Stoffe % 89,3 89,1 81,3 81,5 
Unlésliche Stoffe % 1,7 1,8 7,5 7,5 
Nichttannide °. % 26,5 25,7 15,9 16,4 
Tannide ; % 64,8 65,5 65,3 65,1 
Gutwertigkeit . % 72,5 73,5 80,3 80,0 


Die oben angefiihrten Analysen des isolierten Eichentannids 
iiberraschen uns in der Hinsicht, daB in reinen, durch die Bleiverbindung 
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ausgeschiedenen Tanniden von Hautpulver nicht adsorbierbare Stoffe 
sich befinden, welche sich also wie Nichttannide verhalten. Hier sind 
dreifache Deutungen méglich; entweder werden bei der Fillung der 
Tannide mit basischem Bleiacetat auch Nichttannide mitgerissen, 
welche nach dem Zerlegen des Bleiniederschlages befreit werden und 
bei der Analyse sich als Nichttannide herausstellen; oder wir haben es 
hier mit fiktiven Nichttanniden zu tun (bzw. mit Tannoiden), welche 
mit Bleiacetat fallbar sind, aber durch Hautpulver nicht fixiert werden; 
oder es erweist sich endlich das Hautpulver als unfahig, unter Be- 
dingungen, welche von der offiziellen Methode vorgeschrieben sind, 
das reine Tannid vollstandig zu adsorbieren, wenn in der Lésung keine 
Nichttannide vorhanden sind. 

Diese Fragestellungen kénnen nur durch Betrachtung von experi- 
mentellem Material entschieden werden. Vorlaufig wollen wir zwei 
Arten von Tanniden unterscheiden: 1. K-Tannide, welche mit Haut- 
pulver aufgenommen werden, und 2. Ky-Tannide, welche vom Haut- 
pulver nicht adsorbiert werden. 


K,-Tannide sind hier identisch mit dem analytischen Begriff von 
Nichttanniden. Insoweit K,y-Tannide mit Bleiacetat fallbar sind, 
kénnen sie als Tannoide bezeichnet werden. Die Gutwertigkeit eines 
isolierten Tannids betragt anstatt 100 (oder im auBersten Falle nicht 


sO 7% 


weniger als 98 bis 96) nur 80 bis 72,5. 

Beim Trocknen der Gerbstofflésung werden die unléslichen Stoffe 
gebildet, welche bis 1,83°,, bzw. bis 7,53°,, ausmachen, was von der 
Dauer des Trocknens abhangig ist. Wie aus den Analysen Nr. | und 2 
hervorgeht, entstehen die uniéslichen Stoffe hauptsachlich auf Kosten 
des Ky-Tannids, denn die Menge des K-Tannids wird nicht vermindert, 
obgleich die unléslichen Stoffe sich anhaufen. 


Bestimmung des Tannidgehaltes nach Ldéwenthal zeigt fiir das feste 
Praparat folgendes: 


Vor der Entgerbung ....... .- 57,80% 
Nach der Entgerbung i 7,50% 
Wirklicher Tannidgehalt ..... . 50,3 % 


Das Léwenthalsche Verfahren aus 100°,igem K-Tannid bestimmt 
nur etwa die Halfte (50,3°,), d. h. nur eine Halfte des anwesenden 
Tannids ist fahig, sich durch Permanganatlésung zu oxydieren, die andere 
Halfte erscheint gegen die Oxydation indifferent. Auf Grund eines 
solchen Verhaltens kénnen wir zwei Tannidarten unterscheiden, namlich 
L-Tannide, nach Léwenthal oxydierbar und L,-Tannide, nach Léwenthal 
nicht oxydierbare Tannide. 


Die nahere Untersuchung von denjenigen Substanzen, welche von 
Bleiacetatlésung nicht gefallt werden, ergab noch folgende Tatsachen. 
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Nach der Entfernung der Bleisalze aus dem Bleifallungsfiltrat durch 
Schwefelwasserstoffbehandlung und nach Abdampfen bis zur nétigen 
Konzentration wurde die Analyse nach der offiziellen Methode aus- 
gefiihrt. Erhalten wurden die folgenden Resultate. 





Trockenriickstand % 51,6 50,1 77,6 
Lésliche Substanzen % 51,6 50,1 77,6 
Unloésliche Substanzen %, 0 0 0 
Nichttannide . % 50,9 47,1 64,6 
ST or ae. | 0,7 3,0 13,0 
Sauregrad (auf Essigsaure he- 

rechnet). . i “enon, * 0 1,5 3,1 
a errr ara ees, — 26,2 — 


Aus obigen Angaben geht nur hervor, daB Nichttannide in Ab- 
wesenheit der Essigsiure vom Hautpulver nicht adsorbiert werden, 
aber bei einem Sauregrad entsprechend 3,1°%, Essigsiure beobachtet 
man eine gréBere Aufnahme von Nichttanniden durch Hautpulver, 
nimlich bis zu 13°,. 


Nachdem wir uns davon iiberzeugt haben, daB bei neutraler Reak- 
tion die Nichttannide des Eichenextraktes vom Hautpulver nicht fixiert 
werden, haben wir die mannigfaltigen Mischungen in verschiedenen 
Proportionen zwischen beiden isolierten Teilen des Eichenextraktes 
(der Tannidfraktion aus der Bleifallung und der Nichttannidfraktion 
aus dem Filtrate) bereitet, um zu sehen, inwiefern wir die genommenen 
Proportionen wiederfinden, wenn die offizielle Methode der Gerbstoff- 
analyse angewendet wird. 


Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 
Analyse der Mischungen von Tannid und Nichttannidbestandteilen des 
Eichenextraktes. 





Die Zusammensetzung einzelner Mischungen : 
F Verhaltnis zwischen Tannid und Nichttannid 
Analytische Daten in °/, 





0,9 :1 1,6:1 2:1 25:1 3:1 
Trockenriickstand . 56,7 71,2 74,3 75,6 77,8 
Losliche Stoffe . 55,7 68,9 70,4 71,1 74,7 
Unlésliche Stoffe 1,0 2,3 3,9 45 5,0 
Nichttannide 29.8 82.1 | 81,0 20,1 27,4 
Tannide 25,9 36,9 39,4 | 421 47,4 
Gutwertigkeit . mgt 46,5 53.5 56,0 59,1 63,3 
Genommene Menge von 
Tanniden . 47,3 61,5 | 66,7 71,4 75,0 


Pobler .. 2.00 es es wf O88 —80 |—10,7 —123 |—11,8 
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Bei der Analyse der kiinstlich in verschiedenen Proportionen 
bereiteten Mischungen von abgeschiedenen Tannid- und Nichttannid- 
fraktionen des Eichenextraktes hatte sich erwiesen, da8 wir nur, wenn 
das Verhialtnis der Tannide zu den Nichttanniden gleich 0,9: 1 ist, 
nach der offiziellen Methode zu ungefahr richtigen Resultaten gelangen 
kénnen. Vergleichen wir die Gutwertigkeit von einzelnen Mischungen, 
welche durch die Analyse ermittelt werden, mit den Mengen von an- 
gewandten Tanniden, so ergibt sich ein Fehler von 8,0 bis 12,3°%. 

Je mehr vom Tannid genommen wird in unserem kiinstlichen 
Gemische von natiirlichen, aber vorher isolierten Tanniden und Nicht- 
tanniden, desto gréBer sind die Abweichungen von dem wahren Wert. 
Ein Teil der Tannids wird mit Hautpulver nicht adsorbiert, wenn der 
Gehalt an Nichttanniden in der Mischung gering erscheint; ein Teil 
von Tanniden ersetzt die Stellung von abwesenden Nichttanniden. 
Bei vélliger Abwesenheit von Nichttanniden erreichte die Gutwertig- 
keit anstatt 100 nur 74,8 bis 81,5, d. h. 25,2 bis 18.5% der echten 
Tannide verhalten sich wie fiktive Nichtiannide. 

Aus diesen Beobachtungen kann man den SchluB ziehen, dab 
vielleicht irgend eine Modifikation der natiirlichen Tannide existieren 
kénnte, welche dadurch gekennzeichnet ist, daB sie durch Hautpulver 
nicht adsorbierbar sind (Ky-Tannide); oder man kann sich vorstellen, 
daB Hautpulver und durch es adsorbierbare Stoffe sich in irgend einem 
Adsorptionsgleichgewicht befinden, welches eine solche Verteilung 
zwischen adsorbierenden und adsorbierten Substanzen erfordert, bei 
welcher 20 bis 25°, der Substanzen unbedingt in der Lésung bleiben 
miissen; dabei werden vorzugsweise die Tannide mit Hautpulver auf- 
genommen und die Nichttannide (welche mit Bleiacetatlésung nicht 
fallbar sind) verbleiben in der Lésung; andererseits in dem Falle, wenn 
in der Lésung keine geniigenden Mengen von Nichttanniden vorhanden 
sind, so muB ein Teil der Tannide in Lésung verbleiben. 

In allen diesen Verhiltnissen treten auBerst wichtige Tatsachen 
hervor, naimlich die Relativitat der offiziellen Methode zur Schatzung 
von Gerbstoffen und eine ungeniigende Begriindung des Prinzips der 
sogenannten Veredelung von gerbenden Extrakten. 

Aus Tabelle I ist noch ersichtlich, daB die Menge von unléslichen 
Substanzen vergréBert wird mit der Menge von in der Mischung ge- 
nommenen Tanniden, auf eine Einheit der Nichttannide bezogen. 
Die unléslichen Substanzen vermehren sich bis 5°, und werden auf 
Kosten von Tanniden gebildet. 


Verhalten der Eichentannide gegeniiber Ammoniumcarbonat. 


Wir haben die Beobachtung gemacht, daB die wasserige Lésung 
des Eichentannids mehr oder weniger groBe Mengen von unldslichen 
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Substanzen abscheidet, wenn man zu dieser Lésung einige Mengen 
von Ammoniumcarbonat hinzufiigt. 


Naheres ist aus Tabelle II ersichtlich. 


Tabelie II. 


Verhalten des Eichentannids gegeniiber Ammoniumcarbonat. 





Gehalt von (NH 4)2COz3 in °/o 





0,1 0,25 0,5 1,0 2.0 5,0 10,0 


Trockenriickstand . . 91,99 | 91,09 | 92.74 | 98,38 93,71 | 98,94 9421 
Losliche Substanzen . 91,99 91,09 90,32 87,65 83,02 79,48 79,41 
Unlosliche Substanzen 0 0 2,42 5,73 10,69 13,96 14,80 
Nichttannide . . . . | 37,17 | 37,40 | 37,59 37,96 | 38,27 | 38,51 42.49 
Tannide ..... .. 54,82 | 58,68 | 52,73 | 51,69 44,75 40,97 36,92 
Gutwertigkeit. . . . 59,5 59,0 58,3 | 58,9 53,8 51,55 465 


Beim Betrachten der Tabelle Il kann man feststellen, daB eine 
Abhangigkeit zwischen Ammoniumcarbonatkonzentration und den 
Mengen von unléslichen Substanzen vorhanden ist. Die unléslichen 
Substanzen fehlen ginzlich, wenn der Gehalt an Ammoniumcarbonat 
gleich 0,1 und 0,25 °% ist. Bei Gegenwart von 0,5°,, Ammoniumearbonat 
erscheinen 2,5°/, von unléslichen Substanzen und bei weiterer Anreiche- 
rung mit Ammoniumcarbonat wiachst die Menge von Unléslichem bis 
5,7, 10,6, 14,0 und 14,8°%,. 


Wenn wir K-Tannide, welche vom Hautpulver adsorbierbar sind, 
und K,-Tannide, welche nicht adsorbierbar sind, unterscheiden wollen, 
so geht die Bildung von Unléslichem unter dem Einflusse des Ammonium- 
carbonats sicher auf Rechnung von K-Tanniden; der Gehalt an fiktiven 
Nichttanniden (K,-Tanniden) bleibt in allen Fallen derselbe (37,17; 
38,5), wahrend der Gehalt an K-Tanniden sich von 54,9 bis 40,97 ver- 
mindert. Wodurch das Erscheinen von Unléslichem in Gegenwart von 
Ammoniumearbonat bedingt wird, muB noch aufgeklart werden; 
hier kénnen zwei Méglichkeiten in Betracht gezogen werden, namlich, 
entweder entsteht eine unlésliche Ammoniumverbindung oder wir 
haben es hier mit der Stérung von Dispersionsverhaltnissen zu tun, 
und es spielt in diesem Falle das Ammoniumcarbonat die Rolle eines 
Koagulators fiir einen gewissen Anteil der K-Tannide. 


Die Bedeutung dieses Vorganges der Entstehung von Unldéslichem, 
wie wir weiter sehen werden, ist sehr groB und sie verbreitet sich nicht 
nur auf die Charakteristik von Gerbextrakten, sondern lenkt eine be- 
sondere Aufmerksamkeit auf die Erkenntnis von Erscheinungen, die 
bei der Lederherstellung wahrgenommen werden. 
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In Tabelle ILI sind die Zahlen zusammengestellt, welche sich auf 
die Tannidbestimmungen nach Léwenthal und nach der Hautpulver- 
methode beziehen in Gegenwart von verschiedenen Mengen an Ammo- 
niumcearbonat. 

Tabelle 111. 
EinfluB des Ammoniumearbonats auf die Tannidbestimmung nach Procter 
und nach Léwenthal. 








Gehalt an Mit Hautpulver Nach Lowenthal 
Ammonium — -—— + Differenz 
carbonat . r ‘  - 
a Bf et wl Gutwertigkeit Me —P Gutwertigkeit (K —L) 
0,5 52,7 58,3 47,5 52,6 + 5,2 
1,0 51,7 58,9 48,2 55,0 + 3,5 
2,0 44.8 53,8 47,1 56,7 — 23 
5,0 41,0 51,5 45,5 57,2 ‘| —4,5 
10,0 36,9 46.5 . — — 


* Es entsteht eine starke Dunkelfarbung der Lésung, welche eine Titration unméglich macht 


Bei der Zusammenstellung der Ergebnisse, welche bei den Be- 
stimmungen von Tanniden nach der Hautpulvermethode und nach 
Léwenthal erhalten wurden, ist es ersichtlich, daB die Konzentrations- 
verinderung von Ammoniumcarbonat in den Grenzen von 0,5 bis 5°, 
sehr wenig auf den Gehalt an L-Tanniden einwirkt (Differenz etwa 2°), 
waihrend die Aufnahmefahigkeit durch Hautpulver von K-Tanniden 
bei denselben Konzentrationsgrenzen des Ammoniumcarbonats bis 
12°, beeinfluBt wird. Diese Verhaltnisse kénnte man so ausdriicken, 
daB L-Tannide unter der Einwirking von Ammoniumcarbonat keine 
Verainderung erleiden; aber K-Tannide verwandeln sich in unlésliche 
Substanzen bei wachsenden Gehalten an Ammoniumcarbonat. 

Die Differenz (K —L) je nach der Vermehrung der Konzentration 
von (NH,),.CO, wird immer kleiner. Zuerst ist sie positiv [bei 0,5 
bis 1°, (NH,),C Og], d. h. die Menge des mit Hautpulver adsorbierbaren 
K-Tannids ist gr6Ber als die Menge des oxydierbaren L-Tannids. Nachher 
wird die Differenz (K — L) aber negativ [bei 2 bis 10°, (NH,),CO,] 
und die Menge des L-Tannids wird dominierend. 

Daraus kann gefolgert werden, daB unter dem Einflu8B héherer 
Konzentrationen von Ammoniumcarbonat K-Tannid teilweise in L- 
Tannid verwandelt wird, bzw. K-Tannid erwirbt die Fahigkeit, durch 
Permanganat bei Gegenwart der Indigosulfosiure sich zu oxydieren. 

Betrachten wir die Kolonnen 3 und 5 in der Tabelle III, wo die 
Gutwertigkeiten der Gerbstofflésungen bei verschiedenen Ammonium- 
carbonatgehalten angegeben sind, so ersehen wir, dab die Gutwertig- 
keiten von K-Tanniden bestandig sinken (von 58,3 bis 51,5); gleich- 
zeitig aber wachsen die Gutwertigkeiten von L-Tanniden (von 52,5 
bis 57,2). 
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Versuche mit Glucosezusitzen. 

In natiirlichen Gerbextrakten befindet sich eine bedeutende Menge 
von Zuckerstoffen, welche den gréBten Teil von sogenannten Nicht- 
tanniden darstellen. 

Es war nun wichtig, aufzuklaren, wie sich die Dinge verhalten 
mit Mischungen des isolierten Eichentannids mit Glucose im Sinne des 
Adsorptionsvermégens des Hautpulvers dem Tannid gegeniiber in 
Gegenwart von Glucose, die an und fiir sich vom Hautpulver ginzlich 
unabsor bierbar ist. 

Wir haben folgende Mischungen untersucht: 1 Teil Tannid und 
2 Teile Glucose; 1 Teil Tannid und 4 Teile Glucose. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle 1V angefiihrt. 


Tabelle IV. 


Adsorptionsvermégen des Tannids in Gegenwart von Glucose. 





, 1 Teil T. id 1 Teil Tannid 

Bestimmung + 2 Teile Glucose | + 4 Teile Glucose 
Trockenrickstand .... % 97,43 99,88 
Lésliche Substanzen . . . % 93,89 97,41 
Unloésliche Substanzen. . . % 3,54 2,47 
Nichttamnide. ....:. %/| 74,44 86,59 
pO es ee a eae, 19,45 10,82 
Berechnete Tannide ... % 33,34 20,0 


Die Anwesenheit von Glucose, welche vom Hautpulver ganzlich 
unabsorbierbar ist, verhindert die Absorption einer betrachtlichen Menge 
von Tanniden; 40 bis 42°, samtlicher Tannide bleiben in der Lésung 
mit Glucose zusammen und ein Teil von Tanniden (2,5 bis 3,5°) ver- 
wandelt sich in unlésliche Stoffe. 


Vermutlich erweist sich Eichentannid, das als Bleiverbindung 
ausgeschieden wird, in wasseriger Lésung in Gegenwart von Ammonium- 
carbonat, Glucose und vielleicht auch in anderen Verbindungen als 
uneigentliche bzw. unstabile Substanz, welche zu mannigfaltigen Um- 
wandlungen befahigt ist, namlich, sie wird entweder unléslich oder 
verliert’ die Fahigkeit, durch Hautpulver adsorbiert zu werden, oder 
erwirbt die Fahigkeit, sich zu oxydieren. 


Valoneatannide. 


Unter der Bezeichnung Valonea sind die Eichenschalen einiger 
Eichenvarietaten gemeint, welche in den éstlichen Landern am Mittel- 
meerstrande heimisch sind. Valonea zeichnet sich durch Tannidreich- 
tum aus. Wir haben mit festen Valoneaextrakten gearbeitet. Valonea- 
tannid gehért zur Pyrogallolgruppe; mit Eisenoxydsalzen gibt es 
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Blaufarbung, mit Formaldehyd und Salzsaure entsteht nur eine un- 


bedeutende Fallung. 


Analyse des Valoneaextraktes. 


Genommen 13 g trockenen Extraktes in 1000 cem Wasser. 


Trockenriickstand . 89,7% 
Lésliche Substanzen 89,4 % 
Unlésliche Substanzen . 0,3% 
Nichttannide . . . 33,5 % 
Tannide 55,6 °,, 
ar ee ae ae reece 


Auf oben beschriebene Weise wurde aus Valoneaextrakt reines Tannid 
isoliert. : 
Analyse des Valoneatannids. 


i eee ee 
Lésliche Substanzen ....... . 866% 
Unlésliche Substanzen. ....... 2,1% 
NG. Ss 6S Ss we 6s ee 
eS, Se. eh gS gl ee 
SER sc 5 ww ele ee 4 ee 


Nach Léwenthal. 
Gesamte Tannidmenge vor Entgerbung. 53,0°%, 
pee Tea. ck ee es OEY 
Wahre Tannidmenge ....... . 52,9% 


Isoliertes Valoneatannid besteht hauptsachlich aus K-Tannid, 
welches mit Hautpulver adsorbierbar ist. Die Menge von K,-Tannid 
(durch Hautpulver nicht adsorbierbares) betragt nur etwa 10%. 


Nur ein Teil von Valoneatanniden ist nach Léwenthal oxydierbar ; 
diese L-Tannide betragen 52,9°,. Differenz (K —L) oder die Menge 
von L,)-Tanniden ist also gleich 25,6°%,. Unter dem Einflusse von 
verschiedenen Gehalten an Ammoniumcarbonat beobachtet man nicht 
nur eine bedeutende Vermehrung von unléslichen Substanzen, sondern 
auch eine scharfe Anderung des Verhiltnisses zwischen K-Tanniden 
und L-Tanniden im Sinne einer starken Vermehrung der L-Tannide. 


Bei Valoneatanniden begegnen wir starkeren Verschiebungen der 
Eigenschaften und des Zustandes, als wir es bei Eichentanniden gesehen 
haben. 


Tabelle V zeigt die Zusammenstellung der Angaben iiber den EinfluB 
von Ammoniumcarbonat auf Valoneatannide. 
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Tabelle V. 


EinfluB des Ammoniumcarbonats auf Valoneatannide. 





(NH,)oCOy-Gehalt in °/, 








05 1,0 20 5,0 
Trockenriickstand ..... 89,2 89,6 90,1 91,2 
Lésliche Substanzen ... . 86,2 35,9 42.1 31,7 
Unlésliche Substanzen. . . . 3,0 53,7 48.0 59,5 
| ee ae 22.8 11,5 24.6 26,3 
_ Sea ee 63,5 24.4 17,8 5.4 
Gutwertigkeit . . we hee 73.6 68,0 42.3 17,0 
Nach Léwenthal: 

Gesamtmenge der Tannide 

vor Entgerbung wr ar 51,4 50,0 * * 

nach Entgerbung. ... . 0,1 0,1 
Wirkliche Menge der Tannide 51,3 49.9 
Differenz (K—L) ..... + 12,2 — 25,9 ~. 


* Die Titration war wegen starker Dunkelfarbung der Lésung unmdglich 


In Fallen, wo die Konzentration des Ammoniumcarbonats 1°), 
erreicht, sehen wir die Ausfalhung ungeheurer Mengen von unléslichen 
Substanzen; anstatt 0,3°.,, wie wir es in den urspriinglichen Extrakten 
haben, kénnen sie 53,7%, und sogar bis 59,5°;, des Trockenriickstandes 
ausmachen. Es erscheint unzweifelhaft, daB die Unléslichen auf Rech- 
nung von K-Tanniden entstehen, deren Menge vermindert sich von 
78,5%, [ohne (NH,),CO,] bis 5.4%, [bei (NH,),CO,-Gehalt gleich 5%]. 


Die Menge vor’ K,-Tanniden (bzw. Nichttanniden oder Tannoiden) 
wird nur wenig verandert (22,8 und 26,3°%,), obwohl auch auf Rechnung 
von K,y-Tanniden die Unléslichen gebildet werden kénnen, wie es in 
dem Falle mit 1%, (NH,).CO, ersichtlich ist. Man bekommt den Ein- 
druck, als ob Ammoniumcarbonat in das kolloide System von Valonea- 
tanniden irgend eine Veranderung einfiihrt, durch welche dieses System 
weniger stabil wird; man kénnte vermuten, daB Ammoniumcarbonat 
irgend einen Schutzstoff bindet, und dann kommt die natiirliche Fallung 
von an und fir sich unléslichen Valoneatanniden zustande. Hier ist 
noch interessant, die Verainderungen der (K —L)-Werte niaher zu be- 
trachten. Bei Abwesenheit von (N H,),CO, ist (K — L) gleich: + 25,70; 
wir haben also einen UberschuB an K-Tanniden gegeniiber L-Tanniden. 
Da aber diese L-Tannide fahig gewesen waren, fast vollstindig sich zu 
entgerben, so unterscheiden sich 25,7°, von Tanniden nur durch ihre 
Unfahigkeit, sich zu oxydieren (Ly-Tannide); sie werden durch Haut- 
pulver aufgenommen. Die Menge von K,-Tanniden, welche vom Haut- 
pulver nicht adsorbierbar sind, bestimmen wir aus der Differenz zwi- 
schen 100 und dem Wert der Gutwertigkeit. K,y-Tannide wachsen stark 
mit der Steigerung des (NH,),CO,-Gehaltes. Dabei vermindert sich 
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die Menge von K-Tanniden und vergréBert sich die Menge von L-Tanni- 
den. Die Schwankungen der (K — L)-Werte sind auBerordentlich gro’ ; 
sie erreichen die GréBen von — 25,7 bis — 25.9%, ev. 51,6%. Ein 
bedeutender Anteil der L,-Tannide verwandelt sich in L-Tannide. 


Quebrachotannide. 

Der Quebracho-Extrakt wird als einer der besten und gutwertigsten 
gerbenden Stoffe allgemein anerkannt. Aber bei der Darstellung von 
heiBen wasserigen Ausziigen aus Quebrachoholz bildet sich eine gréBere 
Menge von unldéslichen Substanzen, von sogenannten Phlobaphenen. 
Um sie wieder in Lésung zu bringen, hat man versucht, die Extrakte 
mit verschiedenen Reagenzien zu bearbeiten, mit Soda, Pottasche, 
Borax, Ammoniak, aber man konnte keinen positiven Erfolg erzielen; 
Es kamen Verharzungen zustande und die Extrakte erhielten’sehr groBe 
Viskositat. Zum gewissen Grade fiihrt zum Ziele das Hinzufiigen von 
Sulfiten bzw. sogenannte Sulfitierung; dabei verwandeln sich die 
unléslichen Verbindungen in lésliche, und schwefelige Siure wirkt als 
ein Klarungsmittel ein. 

Der chemische Vorgang, der bei der Sulfitierung statthat, ist noch 
nicht aufgeklart. Lepetit vermutet, daB in das Molekiil des Tannids eine 
oder zwei Sulfogruppen eintreten. Dagegen glaubt Schiffkorn, daB nur 
der glukosidische Anteil des Gerbstoffes in Reaktion mit schwefliger 
Saiure tritt und Glucose-schweflige Saure entsteht; der aromatische 
Tei] des Extraktes erleidet bei der Sulfitierung keine Veranderung. 

Die Sulfitierung des Extraktes ist nur bis zu einer gewissen Grenze 
méglich und ein Uberschu8 an Bisulfit fiihrt zu einer Zerstérung des 
Gerbstoffes. 

Die sulfitierten Extrakte erwerben die Eigenschaft, die Blibe 
schnell durchzugerben, aber sie wirken auf sie teilweise zerstérend, 
machen das Leder leer und gewichtsminderwertig; aus diesem Grunde 
werden sulfitierte Extrakte nur im Gemisch mit anderen unsulfitierten 
fiillenden Gerbstoffen gebraucht. Der Quebrachoextrakt wird wegen 
seiner Dunkelfairbung selten allein benutzt, aber fast immer nur als 
Zusatz zu den anderen Gerbstoffen. 


Analyse eines festen Quebrachoextraktes. 


Gencmmen 6g Trockensubstanz in 1000 ccm Wasser. 


pi OE eee ee eee LA 
Lésliche Substanzen ...... =... 85,9% 
Unlésliche Substanzen. ....... =O 

DE C'S GS sk ee ee 
NTS ee eg PAS Oe a ak 
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Quebrachoextrakt wurde auf sein Verhalten gegen verschiedene 
Konzentrationen von Ammoniumcarbonat untersucht. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 


Verhalten des Quebrachoextraktes gegen Ammoniumcarbonat. 





Gehalt von (NH 4)2gCOz in Jo 





0,5 1,0 2.0 5,0 10,0 
Trockenriickstand ... . 80,8 81,9 83,1 83,6 84,5 
Lésliche Substanzen . . . 80,3 81,9 73,5 73,4 69,6 
Unlésliche Substanzen . . 0,5 0 9,6 10,2 14,9 
Nichttannide ...... 18,7 16,5 16,6 21,8 24,7 
Re Na rig Cine ay 61,7 65,4 56,9 51.7 45,0 
Gutwertigkeit. ..... 76,8 79.9 77,7 70,4 64,6 


Die Menge von Unléslichem im Quebrachoextrakt vermehrt sich, 
falls die Konzentration des Ammoniumcarbonats 1 °/, erreicht, und wird 
bei 10°, (NH,),CO, 14,9°%, gleich. Tannide des Quebrachoextraktes 
sind weniger befahigt Unlésliches auszuscheiden, als reine Valonea- 
tannide. Die Bildung von Unléslichem geht auf Rechnung von K-Tanni- 
den. Die Menge von Nichttanniden wachst bei der Vermehrung des 
(NH,),.CO,-Gehaltes von 23,2 bis 35,4°,, wie es aus den Zahlen der 
Gutwertigkeit ersichtlich ist. 1 


Derselbe Quebrachoextrakt wurde in Wasser gelést und mit Blei- 
acetatlésung gefallt; der Niederschlag wurde gewaschen und dann mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt usw. 


Analysen dieses Praiparates von Quebrachotannid I gaben folgendes: 


"See, «gk. ssc ee ts See te 
Lésliche Substanzen ........ 81,4% 
Unlésliche Substanzen. .......- 6,9% 
REE ES arene wards 
- (Dire a eee amr | | 
RONNIE 5 5 5 8 8. kw te 0 <6 0,5. Se eo 


* K,-Tannid; gibt mit Leimlésung Fallung. 


Es ist auffallend, daB bei reinem Quebrachotannid es unmdglich 
war, eine vollstandige Entgerbung zu erzielen, auch nach mehrstiin- 
digem Schiitteln mit Hautpulver; im Filtrate bleiben gerbende Stoffe, 
welche mit Leimlésung gefallt werden und durch Hautpulver nicht auf- 
genommen wurden. Reines Quebrachotannid ist schwieriger mit Haut- 
pulver adsorbierbar als in Gegenwart von Nichttanniden bzw. mit 
Bleiacetat nicht fallbaren Stoffen des Quebrachoextraktes. Ein Teil 
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der reinen Quebrachotannide wird mit Hautpulver tiberhaupt nicht 
aufgenommen (K,-Tannide). 


Da uns die obenerwahnte Tatsache sehr wichtig erschien, wurde 
ein Versuch angestellt, die Quebrachotannidlésung mit doppelter 
Hautpulvermenge zu entgerben. 


Die Analyse ergab folgendes: 


Trockenriickstand......... . 882% 
Lésliche Substanzen ........ 81,5% 
Unlésliche Substanzen. ....... 7,1% 
= eee ae ae Ct 
EG i ia ok os A ee ic, <0, ee 
CO Sra ere rere ae 4 


Die doppelte Menge des Hautpulvers beeinfluBt nur wenig die 
Zahlen der vorherigen Analyse mit einfacher Menge des Hautpulvers 
ausgefiihrt. 


Der Tannidgehalt anderte sich von 60 bis 62,9°,. Es bleiben 
iibrig 23°, von Ky-Tanniden, welche mit Hautpulver nicht entgerbbar 
sind. Das Filtrat von ,,Nichttanniden® gibt Fallung mit Leimlésung. 


Das Hinzufiigen der Gallussiure zu der Lésung von reinem Que- 
brachotannid verbessert nicht die Adsorptionsverhaltnisse zwischen 
Hautpulver utd Quebrachotannid. Auf 1 g Quebrachetannid wurden 
0,5 g Gallussaure genommen und 500 ccm Wasser. Dabei wird die Menge 
von unléslichen Verbindungen vermehrt, die Menge aber von Tanniden, 
welche mit Hautpulver adsorbiert wurden, vermindert. 


ya 
on 


Trockenriickstand . 


nw 
. . 
om «I 
3° 


Lésliche Substanzen 73, 

Unlésliche Substanzen . 12,5% 
Nichttannide . 21,2% 
Tannide 52,0% 
Gutwertigkeit . 72,5% 


Bemerkenswert ist das Verhalten des Quebrachotannids I gegen 
Hautpulver in Gegenwart von Glucose, welche an und fiir sich nicht 
adsorbierbar ist. 


Wie aus untenstehender Tabelle ersichtlich ist, ruft das Hinzu- 
fiigen von Glucose zum Quebrachotannid I eine Vermehrung von 
unléslichen Verbindungen hervor, namlich bis 9,8 und 16,6 °,; anderer- 
seits wird die Fahigkeit, vom Hautpulver absorbiert zu werden, stark 
beeintrichtigt. Bei einem Uberschu8 an Glucose wird Quebracho- 
tannid tiberhaupt vom Hautpulver nicht aufgenommen; anstatt 33°, 
werden nur 3,5°%, Tannid absorbiert. 
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Zusammensetzung der Mischung 


Gehalt 1 Teil Tannid 1 Teil Tannid 
+ 1 Teil Giucose + 2 Teile Glucose 





Trockenriickstand. .... % 95,7 96,8 


Lésliche Substanzen . . . % 85,9 80,2 
Unlésliche Substanzen. . . % 9.8 16,6 
Nichttannide. .......% 61,3 76,7 
ee 24.6 3,5 
Gutwertigkeit ......% 28,6 44 
Berechnete Tannide ... % 59,0 33,0 


Endlich wurde das Verhalten des Quebrachotannids I zu_ ver- 
schiedenen Konzentrationen des Ammoniumcarbonats untersucht. Die 
Resultate sind in der Tabelle VII wiedergegeben. 

Tabelle VII. 


Verhalten des Quebrachotannids I gegen Ammoniumcearbonat. 





Konzentration des (NH 4)2C0Ox3 in °/9 





0,25 0,5 | 1,0 2,0 5.0 


Trockenriickstand . ... 89,3 90,5 92.8 97,5 99.3 
Lésliche Substanzen . . . 79,8 73,0 69,1 30,4 29,4 
Unlésliche Substanzen . . 9.5 17,5 23.6 67,1 70,0 
»Nichttamnide* ..... 31,3 11,7 136 7,3 * 
- OS! 2 a ree 58.6 61,3 55,6 23.1 * 
Gutwertigkeit. . .... 73,4 84,0 80,5 76,0 ° 


* Nach Entgerbung ist die Lésung unfiltrierbar. 


Quebrachotannid I unter dem Einflusse des 0,25 °,igen Gehaltes 
von (NH,),CO, liefert etwa 9,5°,, der Unléslichen; bei 5°, (N H,),CO, 
erreicht deren Menge 17,5°,, und bei weiterer Vermehrung des Gehaltes 
von (N H,),CO, wachst die Menge der Unléslichen bis 70°, des Trocken- 
riickstandes. 

Die Bildung von Unléslichem entsteht hauptsiachlich auf Rech- 
nung von K,-Tanniden; die fiktiven ,,Nichttannide‘* vermindern sich 
von 31,3 bis 11,7 °,; ferner vermindert sich auch die Menge von K-Tanni- 
den (von 61,3 bis 55,6°,). Bei 2°, igem (NH,),CO, werden die Mengen 
von K,y-Tanniden und von K-Tanniden verkleinert (von 13,6 bis 7,3 
und von 55,6 bis 23,1). Trotz Abscheidung von unléslichen Verbin- 
dungen bleibt die Gutwertigkeit der Gerblésung auf dem verhaltnis- 
maBig hohen Standpunkte; allerdings von 20 bis 27°, des Quebracho- 
tannids wird vom Hautpulver nicht adsorbiert und gehért zu Ky-Tanni- 
den. Beim Gehalt des Ammoniumcarbonats von 5°, wird die Bestim- 
mung von Tanniden unméglich, weil die Lésung nach dem Entgerben 
ganz unfiltrierbar ist. Diese Erscheinung |aBt sich dadurch erklaren, 
da8 Ammoniumcarbonat auf Hautpulver einwirkt und es in Leimstoff 
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bzw. Glutin verwandelt, welches mit Tanniden viskéses, konsistentes, 
gallertartiges Dispersoid bildet. Uber diese besondere Art der Beein- 
flussung des Hautstoffes durch Ammoniumcarbonat wird noch unten 
die Rede sein. 


Hier mu8 hervorgehoben werden, daB nur die gerbenden Stoffe 
die Eigenschaft besitzen, solches Verhalten mit Glutin zu zeigen; trotz 
analytischer Angaben haben wir mit keinen Nichttanniden nach der 
Entgerbung zu tun, sondern sind hier K,-Tannide zugegen, welche 
unfahig sind, sich durch Hautpulver zu adsorbieren. 

Lésen wir im Wasser und fallen wieder mit Bleiacetat das Que- 
brachotannid I, welches aus Quebrachoextrakt durch Vermittlung der 
Bleifallung schon einmal ausgeschieden war, so erhalten wir nach Zer- 
setzung mit Schwefelwasserstoff und weiteren Operationen das doppelt 
gereinigte Quebrachotannid IT. : 


Die Analyse dieses Praéparates zeigte folgendes : 


Trocksenrtickstend .\... . « ..0 « » « 914% 
Lésliche Substanzen ........ 86,7% 
Unlésliche Substamzen. ....... 47% 


Die Bestimmung des Tannid- bzw. Nichttannidgehaltes ist mib- 
lungen, denn die Lésung konnte mit Hautpulver nicht entgerbt werden, 
obwohl langeres Schiitteln mit vergréBerten Portionen des Hautpulvers 
vorgenommen wurde; das Filtrat gibt fortwahrend die Fallungen mit 
Gelatinelésung. Bei Anwendung gewéhnlicher Mengen des Hautpulvers 
wurden ebensoviel Tannide wie Nichttannide erhalten (43,0 und 43,7 °,,). 
Aber diese fiktiven Nichttannide besitzen alle Eigenschaften von Gerb- 
stoffen, unter Ausnahme der Unfahigkeit, vom Hautpulver sich zu 
adsorbieren. 

Tabelle VIII belehrt uns iiber das Verhalten des Quebracho- 
tannids II zu Ammoniumcarbonatlésungen. 


Tabelle VIII. 


Verhalten des Quebrachotannids IT zu Ammoniumearbonat. 





Konzentration von (N tig). C Oxy in °/o 


0,25 0.50 19 2.0 5,0 


Trockenriickstand .... 90,5 91,9 92.1 91,5 92.5 
Lésliche Substanzen . . . 83,4 76,1 89.6 30.8 19,3 
Unlésliche Substanzen . . fe 15,8 1,6 07 63.3 
»Nichttannide* ..... 37,6* 11,37 11,37 11,97 12.47 
Pe Sets ewe Ass ew 45,8 64,8 78,3 19,9 6.9 
Gutwertigkeit. ..... 54,9 85,1 87,3 61,7 36,0 


* Die Lésung ist nach der Entgerbung ganz dunkel getarbt und gibt Fallung mit Gelatine- 
lésung. — + Die Lésung ist nach der Entgerbung hell und wird mit Gelatine nicht gefallt 


Biochemische Zeitschrift Band 210. 99 
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Die Lésungen des Quebrachotannids II unterscheiden sich vom 
Quebrachotannid I durch ihr Verhalten gegen Ammoniumcarbonat. 

Quebrachotannid II bei 0,25°%, (NH,),CO, bildet 7,1°, Unlés- 
liches, bei 0,5°%, (NH,),.CO, die doppelte Menge (15,8°%,). Aber bei 
Vermehrung des Gehaltes bis 1%, (NH,),.CO, beobachtet man eine 
Verminderung des Unléslichen bis 1,6°,; bei weiterem Zuwachs der 
(N H,).CO,-Konzentration bis 2°,, (NH,),CO, scheidet sich auf einmal 
eine ungeheure Menge des Unléslichen aus, namlich bis 50,7 und 63,2 °, 
des ganzen Trockenriickstandes. 

Zugleich werden folgende Erscheinungen wahrgenommen: bei 
0.25%, (NH,),CO, laBt sich die Quebrachotannid I1-Lésung mit Haut- 
pulver nicht entgerben und das Filtrat gibt Fallung mit Gelatine. Es 
enthalt eine gerbende Substanz, welche vom Haut pulver nicht aufgenommen 
wird. 

Wenn aber der (NH,),CO,-Gehalt 0,5°, erreicht oder eine héhere 
Grenze, so bekommt man nach der Entgerbung mit Hautpulver ein 
Filtrat, das mit Gelatine nicht fallbar ist. 

Hier begegnen wir also zwei neuen Arten von K,-Tanniden; die 
einen sind mit Gelatine fallbar und von Hautpulver nicht adsorbierbar ; 
sie befinden sich in Mengen von (37,6—-11,3) = 26,3 &; andere werden 
von Gelatine nicht gefallt und von Hautpulver nicht aufgenommen; 
sie treten in Mengen von ,11,3°, bei Konzentrationen tiber 0,5 °, 
(NH,),CO, auf., Wir wollen vorlaufig diese beiden Arten von K,-Tan- 
riden mit Ko-Tannid-a und K,-Tannid-B bezeichnen. 

An der Stufe bei 0.5 °, (NH,),CO, sieht man die Vermehrung 
von Unléslichem auf Rechnung von K,-Tanniden (26,3 °,,) im Umfange 
von 9°, und die Vermehrung von K-Tanniden, ebenfalls auf Rechnung 
von K,-Tanniden a (auf 17°). Das wird mit dem Anwachsen der 
Gutwertigkeit von 55 bis 80, ev. auf 25°,, begleitet. 

Auf der folgenden Stufe bei 1°, (NH,),CO, findet sich die Ver- 
wandlung eines gréBeren Teiles von Unléslichem (von 15,8°, beinahe 
14°.) in K-Tannide, deren Menge sich von 64,8 bis 78,3°,, vergréBert. 

Die nachste Stufe bei 2°, (NH,),CO, zeigt die Riickverwandlung 
von K-Tanniden in Unlésliches, deren Menge 50,7 °,, erreicht, wahrend 
die Menge von K-Tanniden bis 19°, sinkt. Eine derartige Umwand- 
lung bei 5°, (NH,).CO, vermindert den Gehalt an K-Tanniden bis 
7°, und die Gutwertigkeit bis 36. 

Die Mengen von K,-Tanniden-f bleiben fast immer unverandert. 
K,-Tannide-f besitzen keine gerbenden Eigenschaften, ebenso wie das 
irreversible Unlésliche, das von reversiblem Unléslichen unterschieden 
werden muB; dieses letztere, wie wir auf der Stufe bei 1°, (N H,),CO, 
gesehen haben, kann wieder in K-Tannide umgewandelt werden. 
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Das Studium des Verhaltens von Gerbstofflésungen gegen Ammo- 
niumcarbonat eréffnet die Mannigfaltigkeit der Umwandlungen, Ver- 
inderungen und gegenseitigen Ubergingen von Varietiten und Zu- 
standen primarer Tannide; es erméglicht bis zu einem gewissen Grade 
die Unterscheidung von einzelnen Umwandlungsstufen und die Benen- 
nung derselben. 


Zweifellos existieren analoge Vorgiange, vielleicht aber kompli- 
ziertere bei Anwendungen der verschiedenen Gerbeextrakte bei der 
fabrikmaBigen Gerbung, in den einzelnen Stufen der Lederherstellung. 


Badantannide. 


Badanextrakt wird beim Auslaugen mit Wasser des Rhizoms der 
sibirischen Krautpflanze Saxifraga crassifolia oder Bergenia crassi- 
folia erhalten. In chemischer Hinsicht sind die Badantannide noch nicht 
naher untersucht. Unter den Nichttanniden des kalten, wisserigen 
Auszugs wurde auBer Glucose, Saccharose, Pentosanen und Gluco- 
siden noch ein Polyphenolderivat, das sogenannte Bergenin angetroffen, 
welches nach den neuesten Untersuchungen von T'schitschibabin, Kir- 
sanow, Korsolew und Woroschtzow' folgende Konstitution besitzt: 





C:On Ch 
L™ Sr Pp rH) - W~LH.ON A. 
"4 fr ADA-LAU, NWON-CAL 4 
0%, 00,7 NEA SC-CHON-CHON-CHON- Og MO 
| 
| | 
ny ~. 0 
CH =O 


Analyse des festen Badanextraktes* in %. 





I (1928) II (1927) 
Trockenriickstand ...... 94,9 94,1 
Lésliche Substanzen. ... . 85,1 814. 
Unlésliche Substanzen ... . 9,8 11,8 
NI od 26 gg. ss: 37,7 25,2 
Gees eee eee 47,9 57,3 
Gutwertigmet:. . . 2.1... 56,3 70,4 
Nach Léwenthal. ...... 57,6 — 


Bei der Isolierung der reinen Badantannide durch Bleiacetat- 
fallung erhielten wir nach Zerlegen des Bleiniederschlages mit Schwefel- 
wasserstoff eine Liésung von ziegelroter Farbe, welche beim Abkihlen 


1 Mitteilung von A. E. Tschitschibabin in der Sitzung der Russischen 
Chemischen Gesellschaft am 7. Marz 1929. 

2 Naheres tiber die Gewinnung des Badanextraktes in den Arbeiten 
des Instituts fiir angewandte Chemie 6, 40, 1927. Die untersuchten Badan- 
extrakte wurden in der Versuchsfabrik des Instituts dargestellt. 


22* 
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sich triibte und in der Kalte sehr schwer filtrierbar war (in einigen 
Stunden kamen nur einige Kubikzentimeter Fliissigkeit durch das 
Filter). Hei’ ist die Lésung gut filtrierbar. Wenn man zu der triiben 
Badantannidlésung in der Kalte etwas Ammoniumcarbonat hinzufiigt. 
so wird die Fliissigkeit klar und gut filtrierbar, dabei setzt sich ein 
geringer Niederschlag ab. 

Tabelle LX gibt das Verhalten des Badantannids zum Ammonium- 
carbonat wieder. 

Tabelle IX. 


Verhalten des Badantannids gegen Ammoniumearbonat. 
£ 





Gehalt von (NH 4)2COz in °/9 





0,5 1,0 2,0 5,0 10,0 





Trockenriickstand . . . . 89,9 91,0 90,3 93,7 94,6 
Loésliche Substanzen . . . 83,3 89,0 60,5 61,0 54,8 
Unldsliche Substanzen . . 6,6 2.0 29,8 32,7 39,7 
Nichttemnide ...... 41,4 44,7 26,8 31,3 33,3 
EN foo og ge ge a 41,9 44.4 33,7 29,7 21,5 
Gutwertigkeit. ..... 50,3 50,0 55,7 48,7 39,1 
Oxydierbare Tannine . . 29,2 27,6 28,1 29,4 26,3 
Differenz (K—L) ... +12,7 + 16,7 + 56 + 0,2 — 4,8 


Zusatz des Ammoniumcarbonats bis 0,5°,, vermindert die Menge 
des Unléslichen bis 6,6°%,; im Badanextrakt selbst waren 9,9 bis 
11,8°, des Unléslichen vorhanden. Bei 1°, (NH,),.CO, macht das 
Unlésliche nur 2°, aus. Bei 2°, (NH,),CO, und hoher steigt sofort das 
Unlésliche bis 29,8°%, und sogar bis 39,7°, [bei 10°, (NH,).COg]. 


Hier treffen wir das eigenartige Unlésliche a, das fahig ist, sich 
wieder zu peptisieren bzw. léslich zu werden und dabei die Mengen von 
Tanniden und fiktiven Nichttanniden (Ky-Tanniden) vermehren zu 
kénnen. Von 2°, (NH,),.CO, an und héher kommt eine irreversible 
Pektisation 2zustande und Bildung von Unléslichem b auf Rechnung von 
K-Tanniden und K,-Tanniden. 


Die Ubereinstimmung zwischen den Mengen von K-Tanniden und 
L-Tanniden, welche in Badanextrakten wahrgenommen wurde (d. h. 
die Ubereinstimmung zwischen Hautpulver und Oxydationsmethoden) 
erscheint zufallig und wahrscheinlich durch Beimengungen von nicht 
gerbenden Stoffen bedingt. Bei reinen isolierten Badantanniden sind 
ganz andere Verhaltnisse zu erkennen. Mit der Konzentration des 
Ammoniumcarbonats indern sich die GréBen der oxydierbaren L-Tan- 
nide nur unbedeutend, im Bereiche von 27,6 und 29,4°,. Aber die 
GréBe von L-Tanniden ist anfanglich kleiner als die GréBe von K-Tan- 
niden und die Differenz (K — L), z. B. bei 0.5%, (NH,),.CO, betragt 
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+ 12,7; im weiteren wird diese Differenz bis + 16,7 anwachsen, augen- 
scheinlich auf Rechnung von unoxydierbaren Stoffen, welche bei der 
Peptisation vom Unléslichen a sich gebildet hatten. 

Ferner wird bei 2°, (NH,),CO,. wenn von neuem groBe Massen des 
Unléslichen entstehen, gleichzeitig ein bedeutender Anteil des K-Tan- 
nids, welcher unoxydierbar war (L,-Tannide), oxydierbar und ver- 
wandelt sich in L-Tannid. 

Dieser Vorgang der Umwandlung von unoxydierbaren K-Tanniden 
in oxydierbare L-Tannide vertieft sich so weit, daB bei 10°, (N H,),CO, 
die Werte von L-Tanniden diejenigen von K-Tanniden iiberragen, und 
bekommt die Differenz (K—L) eine negative Bedeutung (— 4,8). 
Verdnderungen des K-Tannids gehen gleichzeitig in zwei gegenseitigen 
Richtungen, im Sinne der Pektisation ( Ausscheidung von Unléslichem) 
und im Sinne der Bildung von oxydierbaren Tanniden. 

Diese Phanomene sind wahrscheinlich allen pflanzlichen Gerb- 
stoffen eigentiimlich und besitzen eine wesentliche Bedeutung bei der 
Lederherstellung. 

Die oben angefiihrten Versuche waren mit Badantannidlésungen 
angestellt, da wegen der Ausscheidung von Unléslichem das Filtrat 
nach der Schwefelwasserstoffbehandlung des Bleiniederschlages sich 
nicht zur Trockne abdampfen lieB. Bei Konzentrierung dieser Lésung 
in vacuo und nach dem Abkiihlen des Konzentrats scheidet sich eine 
orangehelle Fallung ab, die in Wasser fast unléslich ist, aber in Alkohol, 
Alkalien und Eisessig gut léslich ist, ebenfalls in verdiinnten Ammonium- 
carbonatlésungen. 

Die Unléslichkeit des reinen Badantannids im Wasser und seine 
Léslichkeit in Alkohol ist fiir diesen Gerbstoff bemerkenswert. Die 
meisten isolierten Tannide waren dagegen gut léslich in Wasser und 
unléslich in Ajkohol. 

Da Badantannid in Gegenwart von Nichttanniden, wie wir das 
in Badanextrakten sehen, wasserige Lésungen liefert, so haben wir es 
hier mit eigenartigen Verhaltnissen zu tun. Die Ausscheidung von 
Unléslichem aus Badanextrakten beweist noch nicht die Bildung von 
Kondensations- bzw. Oxydationsprodukten (Pektinisation ev. Phloba- 
phenisierung der urspriinglichen Tannide); sie kann noch auf andere 
Weise erklart werden; sie kann namlich durch Veranderung der Zusam- 
mensetzung des Lésungsmittels bedingt werden oder durch den Verlust 
der schiitzenden Wirkung seitens der gegenwartigen Nichttannide. 

Diese Nichttannide des Badanextraktes spielen eine ganz besondere 
Rolle als Substanzen, welche die Léslichkeit des Badantannids begiin- 
stigen. Aus diesem Grunde erscheint eine mehr oder weniger ersch6pfende 
Befreiung des Badanextraktes von Nichttanniden wenig zweckmabig 
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und das Prinzip von sogenannter Veredelung des Extraktes in ange- 
gebener Hinsicht irrtiimlich. AuBerdem sind die Methoden der Schat- 
zung der Gutwertigkeit von Extrakten, wie wir vielfach nachgewiesen 
haben, nur konventionell zulassig, denn die Beziehungen zwischen 
mannigfaltigen Tannidarten sind héchst verwickelt. 

Es ist sehr wahrscheinlich, daB bei der Gerbung der BléBe mit 
Badanextrakten eine Absetzung des reinen Badantannids oder der Pro- 
dukte seiner Pektinisation auf der Hautsubstanz geschieht, wihrend die 
Nichttannide mit nachfolgenden Gerbsaften ausgelaugt werden. 

Die Nichttannide fungieren wie ein Ubertrager fiir die Badan. 
tannide, welche an und fiir sich in Wasser unléslich sind. Die Bedeutung 
dieser Ansicht fiir das Verstandnis der fabrikmaBigen Gerbungsvorginge 
soll durch spezielle Untersuchungen unter Anwendung von verschiedenen 
Methoden und verschiedener Gerbstoffe erlautert werden. 


Tannide aus Fichtenrinde. 

Fichtenrinde ist reicher an Tanniden als Eichenrinde. Die Rinde 
der kanadischen Fichte (Hemlock-Fichte) wird in den Vereinigten Staa- 
ten von Nordamerika vielfach als Gerbstoff angewendet. Sie kann 
leicht als niitzlicher Abfallstoff bei der Zubereitung von Bauholz er- 
halten werden; es ist nur notwendig, das Entrinden im Winter vorzu- 
nehmen, wenn das Holz gefallt wird, denn im Friihling und im Sommer 
wird die Rinde in bedeutendem MaBe schon durch Faulnis verdorben 

Fester Fichtenextrakt wurde von der Versuchsfabrik des Instituts 
bezogen urd daraus im Laboratorium in beschriebener Weise reines 
Fichtentannid gewonnen. Es ist in Wasser nicht vollstandig léslich 
Der Zusatz von Ammoniumcarbonat hebt die Léslichkeit des Fichten- 
tannids. In Tabelle X sind die Angaben iiber den Einflu8 des Ammonium- 
carbonats auf Fichtentannid angefiihrt. 


Tabelle X. 


Verhalten des Fichtentannids gegen Ammoniumcarbonat. 





Konzentration des (NH,)2COz in Jo 





0 05 10 2,0 5,0 
Trockenriickstand . .. . 93,9 91,9 94,6 92,0 89,4 
Loésliche Substanzen . . . 88,1 90,9 92,8 88,6 53,3 
Unldsliche Substanzen . . 5,8 1,0 1,7 4.2 36,1 
Nichttannide ...... 14,5 82.5 46,2 48,5 * 
Pie sie a ea 73,6 58,5 466 | 40,1 . 
Gutwertigkeit. ..... 83,5 64,3 50,2 45,2 | 
Nach Liwenthal. . ... 24.6 26,6 238 | 26. | T 


Differenz (K—L). . . . | + 49,0 + 31,9 + 22,8 + 13,5 — 
* Nach Entgerbung unfiltrierbar. — + Dunkle Lésung. 
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Ammoniumcearbonat in Konzentrationen bis 2°, ruft keine Bildung 
der Unléslichen hervor; dagegen wirkt es im Sinne der Verminderung 
der Unléslichen. Die Differenz (K — L) ohne Gegenwart von (N H,),CO, 
ist eine sehr groBbe (+ 49,0); im Laufe der Konzentrationszunahme 
wird (K — L) immer geringer, erreicht aber nicht die negativen Werte. 

Sowohl Pektinisation, wie Oxydierbarkeit von Fichtentanniden 
sind weniger ausgepragt im Vergleich mit Tanniden von Badan, Que- 
bracho und Eiche. 

Auffallend erscheint es, daB bei Zunahme des Ammoniumcarbonats 
eine Umwandlung von K-Tanniden in Ky-Tanniden stattfindet; die 
Mengen der Tannide fallen in die Reihenfolge: 58,5, 46,6, 40,1 °,,; die der 
K,-Tannide steigen in der Reihenfolge: 32,5, 46,2, 48,5°,. Bei An- 
wesenheit von 5°, (NH,),CO, wird die Tannidbestimmung unméglich 
wegen der dunklen Farbung der Lésung einerseits und’ infolge der 
Glutinierung (Verleimung) des Hautstoffes andererseits, wodurch die 
Lésung unfiltrierbar wird. 


Uber das Verhalten des Hautstoffes und des Leders gegen Ammoniumcarbonat. 


Bisweilen wurde beobachtet, da bei einem Gehalt von 5% 
(NH,),CO, und héher bei der Entgerbung mit Hautpulver aus gut 
filtrierbaren Gerbstofflésungen viskése, konsistente und unfiltrierbare 
kolloide Fliissigkeiten entstehen, welche die Bestimmung von Tanniden 
stéren. Das ist darch die Verleimung des Hautpulvers bedingt. 

Durch anhaltende Versuche kénnte nachgewiesen werden, dab 
eine 5°,ige Ammoniumcarbonatlésung imstande ist, bei 36° das Sehnen- 
Kollagen und die BléBesubstanz in konsistente Leimgallerte zu ver- 
wandeln, dabei zersetzt sich das Ammoniumcarbonat in Kohlensiure 
und Ammoniak. Bei gewéhnlicher Temperatur vollzieht sich dieser 
Glutinierungsvorgang langsam und wird unter Umstanden mit Bildung 
von Hydrokollagen oder von Glutogen eingeschrinkt. 

Bei Behandlung des Lederpulvers mit 5°,,igem Ammoniumcarbonat 
bei 36° werden die Gerbstoffe mehr oder weniger ausgezogen; aber die 
gewonnenen Extrakte, nach dem Abdampfen und der Zersetzung von 
Ammoniumcarbonat, enthalten nur unbedeutende Mengen von Stickstoff- 
substanzen, was nun beweist, da Lederkollagen im Gegenteil zum 
Hautkollagen durch (NH,),CO, nicht verleimt wird. 

Daraus muB gefolgert werden, dab im Laufe des Gerbungsvorganges 
die urspriinglichen Eigenschaften des BléBestoffes sich geandert hatten; 
Hautkollagen hat eine Art Verfestigung erlitten, welche die Verleimung 
durch (NH,),CO, behindert. 

Der ausgezogene Riickstand besitzt eine braune Farbe wegen der 
Anwesenheit von unléslichen Gerbstoffderivaten, welche von (N H,),CO, 
nicht extrahierbar sind. 
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8,66 g Sohlenlederpulver hinterlieBen nach der Behandlung mit 
Ammoniumearbonatlésung 5,22 g Riickstand mit 12,06°%, Stickstoff- 
gehalt; in den Auszug gingen 2.7398 g Substanz mit 2.73°,, Stickstoff 
liber. 

Bei der Pepsineinwirkung von 12,06°,, gingen 9,47°, Stickstoff 
in Lésung; dabei werden von 0.2 °,, Salzsiure ohne Pepsin bei 37° 6,08 °,, 
ausgelaugt. Wir erhalten also nur 3,6°, des pepsinfesten Stickstoffs, 
was nur eine ziemlich geringe GréBe (etwa ein Drittel) des nicht vom 
Ammoniumcarbonat extrahierbaren Stickstoff ausmacht. 

Da wir aber mehrfach beobachtet hatten, daB im Laufe der Gerbung 
die Hautsubstanz aus dem pepsinlabilen in den pepsinfesten Zustand 
sich verwandelt, so kann man daraus schlieBen, daB Ammoniumcarbonat 
unter Umstanden das pepsinfeste Kollagen wieder in pepsinlabiles 
und sogar in azidolabiles bzw. mit kalter Salzsaiure auslaugbares, um- 
gestalten kénnte. 

Diejenigen Mengen vom unldéslich gewordenen Gerbstoff, welche 
aus Leder durch Ammoniumcarbonat nicht mehr entzogen werden, 
kénnen erhalten werden, wenn man den schwarzbraunen Riickstand 
mit Lésungen von Alkalien oder Natriumsulfid und Natriumbisulfit 
bearbeitet. Auf solche Weise ist es gelungen, den leimgebenden Haut- 
stoff zu regenerieren. 

Diese Tatsachen sprechen gegen eine feste chemische Bindung der 
Gerbstoffe mit der BléBe. Eine Kondensation zwischen den Amino- 
gruppen des EiweiBes und den Phenolhydroxylen des Gerbstoffes kann 
nicht so leicht realisiert werden; und wenn sie einmal realisiert ware, 
so kénnte sie nicht so leicht wieder zerlegt werden, unter Zuriick- 
bidung von urspfriinglichen Stoffen. 

Die Annahme einer einfachen Adsorption von Gerbstoffen durch 
die BléBe gibt uns keine befriedigende Erklarung der doppelten Haftungs- 
festigkeit des Gerbstoffes, da namlich ein Teil vom Ammoniumcarbonat 
ausgezogen wird, der andere Teil nur mit Alkalien extrahiert wird. 

Anscheinend spielt die Bildung von Unléslichem eine wesentliche 
Rolle bei den Gerbungsvorgiangen; die Ausscheidung von Unléslichem 
an den Oberflachen der Kollagenmicellen kommt unter dem Einflu8 
von Aminen zustande, welche durch fermentative und chemische 
Prozesse entstehen und was bei mannigfaltigen Vorbehandlungen der 
Haut und der BléBe geschieht. 

Zu solch einer ,,aminierten’ oder ,,ammoniakalisierten’’ Haut- 
substanz verhalt sich die eindringende Gerbstofflésung derartig, als 
ob sie mit Ammoniumcarbonat versetzt ist, das heiBt, eine solche Gerb- 
lésung scheidet die Unldésliche aus, welche mit feinsten Hiillchen die 
Teilchen des BléBekollagens bedeckt und demselben eine mehr oder 
weniger vertiefte Durchgerbung erteilt. 
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Diese Ansicht tiber das Wesen der Gerbung muB8 natiirlich in 
Lederfabriken gepriift und durchgearbeitet werden. Es wird dann 
erméglicht, neuartige Schatzungsweisen in bezug auf die einzelnen 
Gerbstoffmaterialien einzustellen und sie nach ihrem realen Werte zu 
begutachten; ein richtiges Kriterium der Gutwertigkeit kann vielleicht 
die Fahigkeit zur Pektinisation bzw. Bildung von Unléslichem sein 
aber nicht, wie gegenwartig, die zufalligen Angaben einer ganz un- 
zulanglichen offiziellen Analyse. 

Andererseits die vom Standpunkte der tiblichen Betrachtungs- 
weise so lastigen Unléslichen oder Phlobaphene, welche der Lederpraktiker 
stets zu bekampfen sucht (Sulfitierung usw.), erwerben ein ganz be- 
besonderes Interesse und einen auBerordentlichen Wert, wenn wir 
imstande sein werden, diejenigen Bedingungen zu finden, bei denen 
die unléslichen oder unléslich werdenden Substanzen in nétigen Augen- 
blicken in Gerbstofflésungen gelést beibehalten und in anderen Augen- 
blicken ausgeschieden werden 

Endlich entwickelt sich das Problem iiber die Nichttannide in 
ganz neuer Richtung, wenn man die in dieser Abhandlung aufgeklarten 
gegenseitigen Umwandlungen von verschiedenen Arten der Tannide 
in Betracht zieht, namlich die mit Hautsubstanz adsorbierbaren K- 
Tannide und nicht adsorbierbaren K,-Tannide, oxydierbare L-Tannide 
und nicht oxydierbare Ly-Tannide usw. Die neuen Vorstellungen tiber 
die Nichttannide, als Stoffe, welche in einigen Fallen die kolloiden 
Tannidlésungen schiitzen kénnen und in anderen Fallen die urspriingliche 
Léslichkeit der Tannide vermehren und als Ubertrager der Tannide 
fungieren, muBten das ganze Gebiet in Bewegung und Umgestaltung 
bringen und neuere Methodik und Untersuchungsrichtungen erfordern. 


Vitaminwirkung und Oberflachenaktivitit. 


Ill. Mitteilung: 


Zur Frage nach dem Parallelismus zwischen den Verinderungen der anti- 
skorbutischen Wirkung und der Oberflichenaktivitit des Kohlsaftes. 


Von 
N. E. Sehepilewskaja. 


(Aus dem experimentellen Institut fiir Ernaéhrungsphysiologie des Volks- 
gesundheitskommissariats zu Moskau.) 


(Eingegangen am 19. April 1929.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


F.-V.v. Hahn hat zum Beweis einer zwischen der Vitaminwirkung 
und der Oberflichenaktivitaét bestehenden Abhangigkeit nicht nur 
auf den Parallelismus dieser Eigenschaften unverinderter Safte und 
wisseriger Ausziige verschiedener Nahrungsmittel hingewiesen, sondern 
auch auf die parallele Veranderung der Oberflichenaktivitat und der 
prophylaktischen und heilenden Wirkung der Vitamintrager, die einer 
verschiedenen Behandlung unterworfen wurden (1). Grafe und Magistris 
haben diese Angaben Hahns bestatigt und gezeigt, daB eine gleiche 
Parallelveranderung der Vitaminwirkung und der Oberflachenaktivitat 
bei den von ihnen erhaltenen Dialysaten beobachtet wurde (2). Unsere 
Untersuchung wurde der Frage, ob ein Parallelismus zwischen der 
Veranderung der antiskorbutischen Wirkung und der Oberflacben- 
aktivitaét des Kohlsafts bestehe, gewidmet, wobei wir uns der gleichen 
Methodik wie bei den friiheren. Arbeiten (3) (4) bedienten. 

Die antiskorbutische Wirkung des Kohlsafts wird bekanntlich 
bereits nach 10 Minuten langem Kochen abgeschwacht, weswegen vor 
allem Versuche mit Kohlsaft ausgefiihrt wurden, der nach 10 Minuten 
langem Kochen wieder mittels destillierten Wassers auf das gleiche 
Volumen gebracht und darauf filtriert wurde. Aus der Tabelle I geht 
hervor, daB der Kohlsaft, der einer solchen Behandlung unterworfen 
wurde, eine etwas héhere Oberflachenaktivitat aufwies als der Saft 
im rohen Zustande. Die Oberflachenaktivitat ist in dieser wie in der 
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ZwD 
folgenden Tabelle nach der Formel: Gh = (1 =) 100 (Zw 
x, 


Tropfenzahl fiir Wasser, Zz = Tropfenzahl fiir Kohlsaft, D — spezifi- 
sches Gewicht des Kohlsafts) berechnet. 


Tabelle I. 





Oberflachenaktivitat 





Substanz — =~ . 

I Il ill Mittlere GréBe 
Kohlsaft, roh. ..... 18,10 20,26 20,56 19,64 
i. gekocht .... 21,56 24,42 23,77 23,25 


Interessant ist, daB die Angaben Hahns iiber die Veranderung der 
Oberflachenaktivitaét des Kohlsafts beim Kochen in gewissem Wider- 
spruch zu seiner Theorie stehen. So ist, nach seiner Tabelle, die Ober- 
flachenaktivitaét des rohen Kohlsafts 17,6Gh, des abgekochten 17,5 Gh. 
Nach den Bestimmungen von Grafe und Magistris zeigt jedoch der rohe 
Kohlsaft 18,2 Gh, der abgekochte 15,0 Gh. 

Die Versuchsergebnisse mit abgekochtem Kohlsaft sind in der 
Abb. 1 dargestellt. Die angewandten Saftdosen waren 2, 5 und 15 ccm, 
wobei alle Meerschweinchen filtrierten Saft bekamen, mit Ausnahme 
des Meerschweinchens Nr. 100, das unfiltrierten Saft erhielt, was 
jedoch keinen besonderen EinfluB auf die Versuchsergebnisse ausiibte. 
Die Resultate parallel laufender Versuche mit rohem Kohlsaft sind in 
der zweiten Mitteilung angefiihrt worden (Abb. 13, 14 und 15). Aus 
dem Vergleich der Ergebnisse beider Versuchsreihen folgt, da®B der 
abgekochte Kohlsaft trotz seiner starkeren Oberflachenaktivitat eine 
schwachere Wirkung als der rohe Saft aufgewiesen hat. 

Die Kurven zeigen, daB in den Versuchen mit rohem Kohlsaft die 
Lebensdauer der Meerschweinchen, die sogar solche unbedeutende Saft- 
dosen wie 1 und 2 ccm erhielten, 7 Wochen betrug, bei den Tieren aber, 
die 15 ccm rohen Saft bekamen, wurde selbst am Ende des zwéiten Monats 
keine Gewichtsabnahme beobachtet. In den Versuchen mit abgekochtem 
Kohlsaft dagegen starben die Meerschweinchen, welche 2 und 5cem Saft 
erhielten, meistens ungefahr nach einem Monat (am 28. bis 32. Tage), 
und die Lebensdauer der Meerschweinchen, die 1l5cem Saft bekamen, 
betrug etwa 11% Monate (41 bis 46 Tage). 

Von Interesse war ferner die Lésung der Frage, ob die antiskorbu- 
tischen Eigenschaften des Kohlsafts sich, entsprechend der Abnahme 
seiner Oberflachenaktivitat bei Absorption der in ihm enthaltenen 
oberflachenaktiven Substanzen durch Tierkohle, verandern. Zu diesem 
Zwecke wurden Versuche mit Kohlsaft angestellt, der im Laufe einer 
Minute mit einer bestimmten Menge Blutkohle von Merck (0,5 oder 4 g 
Kohle pro 100 ccm Saft) durchgeschiittelt und 20 Minuten darauf 
durch ein Faltenfilter filtriert wurde. Die Oberflichenaktivitat des 





9 Norpergewicht 
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Kohlsafts veranderte sich dabei folgendermaBen: betrug dieselbe des 
Kohlsafts 15,94Gh, so war sie nach dem Schiitteln mit der Kohle 
(0.5 g Kohle auf je 100 ccm Saft) gleich 5,44G@h; bei Anwendung von 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Hafers. Die Meer 

schweinchen Nr. 93 und 94 erhielten taglich je 2ccm des abgekochten Kohlsaftes, die Meer- 

schweinchen Nr. 95 und 97 je 5ccm, die Meerschweinchen Nr.98 bis 100 je 15ccm. Die 

Gewichtskurve und die Kurve des verzehrten Hafers eines und desselben Tieres haben auf allen 
Abbildungen die gleiche Bezeichnung. 


4 g Kohle pro 100 ccm Saft wurde eine Fliissigkeit von der Oberflachen- 
aktivitat gleich 0 erhalten. 


Jedoch haben diese Versuche recht unklare Resultate ergeben: die 
Versuche mit der Dosis von 5ccm Saft hatten den Anschein einer Ver- 
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starkung der Wirkung nach Behandlung des Saftes mit Kohle; in den 
Versuchen mit den Dosen von 15 und 30cem Saft das Entgegengesetzte. 
Da aus diesen Versuchen fast gar kein SchluB gezogen werden konnte, 
werden sie hier nicht ausfiihrlich besprochen. Uber einzelne Experimente 
dieser Serie wird weiter unten berichtet. 


Da nun die ersten Versuche mit Blutkohle miblungen waren, 
wurden sie mit der zur Verfiigung gewesenen Knochenkohle von Kahl- 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten die Kurven des verzehrten Hafers. Die 
Meerschweinchen bekamen taglich je 20ccm Kohlsaft. Auf dieser sowie aut den folgenden 
Abbildungen ist der Ubergang zum Sommerkohlsaft mit Pfeilen angezeigt. 


baum, die vorerst einer Salzsiurebehandlung zur Entfernung der in 
ihr enthaltenen Salze unterworfen wurde, wiederholt. Da die Aktivitat 
dieser Kohle geringer als die der Blutkohle von Merck war, wurden 
zur Kohlsaftbehandlung gréBere Mengen derselben verwendet, und 
zwar 5 und 10g auf je 100 ccm Saft. Die Veranderungen der Ober- 
flachenaktivitat des Saftes bei dieser Behandlung sind in der Tabelle IT 
gegeben. 
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Tabelle Il. 





Oberflachenaktivitat 

















Substanz = 
I Il Il Mittlere GréBe 
ee eer Tae 13,94 14,22 12,63 13,60 
Winterkohlsaft nach Behandlung mit 
Kohle (5g Kohle pro 100 cem Saft) 3,07 1,78 1,20 2,02 
Winterkohlsaft nach Behandlung mit 
Kohle (10 g Kohle pro 100 ccm Saft) —0,01 — 0,07 - 0,12 — 0,07 
Sommerkohlesft . .....:22-. 15,45 18,32 19.41 17,73 
Sommerkohlsaft nach Behandlung mit 
Kohle (5g Kohle pro 100 cem Saft) 2,68 3,20 3,78 3.22 
Sommerkohlsaft nach Behandlung mit 
Kohle (10 g Kohble pro 100cem Saft) | — 0,1 0,05 0,68 0,21 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten die Kurven des verzehrten Hafers. Die 
Meerschweinchen bekamen taglich je 20 ccm Kohisaft. 


In der ersten Serie dieser Versuche erbieltea die Meerschweinchen 
tiiglich 5 oder 20 ccm unveranderten Kohlsaft. Die zu dieser Serie 
gehérigen Kurven sind in den Abb. 2, 3 und 4 dargestellt. 
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Wie aus den Kurven der Abb. 2 und 3 ersichtlich ist, hat die Dosis 
von 20ccem Kohlsaft eine bedeutende Verlaingerung der Lebensdauer 
der Tiere hervorgerufen: mit Ausnahme eines Meerschweinchens, das am 
31. Tage starb, kamen alle anderen zwischen dem 45. und 67. Versuchs- 
tage um. 

Bei zwei Meerschweinchen (Nr. 245 und 246) wurde der Versuch am 
74. und 79. Tage unterbrochen. 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten die Kurven des verzehrten Hafers. Die 
Meerschweinchen bekamen taglich je 5ccm Kohlsaft. 


Die Dosis von 5 cem Kohlsaft (Abb. 4) hat in einem Falle eine Lebens- 
verlangerung des Tieres bis auf 68 Tage hervorgerufen. 
Die Versuchsergebnisse mit 5 und 20ccem Kohlsaft, der einer 


Kohlebehandlung von 5g auf je 100ccm Saft unterworfen wurde, 
sind in den Abb. 5, 6 und 7 gegeben. 


Die Kurven der Abb. 5 und 6 zeigen, daB drei Meerschweinchen, die 
20 cem des mit Kohle behandelten Saftes erhieiten, ungefahr nach einem 
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Monat starben, jedoch hat bei vier Tieren die Verabreichung dieser Dosis 
eine bedeutende Lebensverlangerung hervorgerufen. (Tod zwischen dem 
66. und 75. Versuchstage.) 

Die Dosis von 5ccm hatte eine unbedeutende Wirkung: drei Meer- 
schweinchen, welche diese Dosis erhalten hatten, starben zwischen dem 
13. und 18. Versuchstage und nur eins lebte 46 Tage. 


Beim Vergleich dieser Versuchsergebnisse kann zugegeben werden, 
daB die Behandlung mit Knochenkohle (5g pro 100 ccm Saft) eine 
gewisse Abschwachung der Kohlsaftwirkung hervorruft, da in den 
Versuchen mit dem auf solche Weise bearbeiteten Saft éfter Fille 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten die Kurven des verzehrten Hafers. Die 
Meerschweinchen bekamen tiaglich je 20ccm Kohlsaft, der einer Behandlung mit Knochenkohle 
(5g Kohle auf je 100 ccm Saft) unterworfen wurde. 


des Friihtodes bei den Tieren beobachtet wurden als in den Versuchen 
mit unverandertem Saft. Ist jedoch eine solche Abschwichung nicht 
zu leugnen, so bleibt sie jedenfalls ziemlich unbedeutend, da wenigstens 
ein Teil der Meerschweinchen dieser Serie sich analog denen, die un- 
verainderten Saft bekamen, verhielt. 
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Ein ganz anderes Bild wurde erhalten bei der Anwendung einer 
Dosis von 20 ccm Kohlsaft, der mit 10 g Knochenkohle auf 100 ccm 
Saft behandelt worden war. Die Ergebnisse dieser Versuche ergeben 
sich aus den auf Abb. 8 angefiihrten Kurven. 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten die Kurven des verzehrten Hafers. Lve 
Meerschweinchen erhielten tiglich je 20ccm Kohlsaft, der mit Knochenkohle (5g Kohle auf je 
100 com Saft) behandelt wurde. 


Die Kurven zeigen, daB8 dabei keine Lebensverlingerung der Tiere 
zu konstatieren war, obgleich ihr Appetit doch bis zu den letzten Versuchs- 
tagen erhalten blieb. 

Der Ubergang zum Sommerkohlsaft hat in diesen Versuchen, wie 
auch in den vorhergehenden (II. Mitteilung), gar keinen Effekt ergeben, 
obgleich, laut Tabelle II, die Oberflachenaktivitaét des Sommerkohlsaftes 
hier im Durchschnitt um 4GhA héher war als die Oberflachenaktivitat des 
Winterkohlsaftes. 

Die Oberflachenaktivitatsbestimmungen des Winterkohlsaftes haben 
in dieser Versuchsserie sehr niedrige GréBenwerte gezeigt, die annihernd 
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den GréBen der Oberflichenaktivitaét der Riiben- und Betensifte ent- 
sprachen (II. Mitteilung). Obgleich der Vergleich hier gewissermaben 
durch die Verschiedenheit der angewandten Dosen erschwert wurde, so 
kann dennoch mit Bestimmtheit gesagt werden, daB der Kohlsaft auch 
hier, trotz der niedrigen Oberflachenaktivitaét, eine stairkere Wirkung 
ausgeitibt hat, als die Safte der Riiben und Beten. 
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Abb. 7. 


Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten die Kurven des verzehrten Hafers. Die 
Meerschweinchen erhielten taglich je 5ccm des mit Knochenkohle behandelten Kohlsaftes (5¢ 
Kohle pro 100 ccm Saft). 


Somit fiihren die Versuche mit Kohlsaft, der mit Knochenkohle 
behandelt wurde, zu der Uberzeugung, da8 zwischen dem Sinken der 
Oberflachenaktivitat des Kohlsafts und der Abschwachung seiner 
antiskorbutischen Wirkung kein Parallelismus beobachtet wird. So 
sehen wir, da bei der Behandlung mit 5g Kohle pro 100 ccm Saft 
der Kohlsaft seine antiskorbutischen Eigenschaften in fast unver- 
aindertem Zustande beibehalt, obgleich eine solche Behandlung im 
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mittleren wohl ein Sinken der Oberflachenaktivitat von 13,60 auf 
2.02 Gh fiir Winterkohl, von 17,73 auf 3,22 Gh fiir Sommerkohlsaft 
bedingt. Eine Verdoppelung der Kohlenmenge dagegen, die ein weiteres 
Sinken der Oberflachenaktivitat nur um 1 bis 34h hervorruft, fiihrt 
jedoch zu einem fast vélligen Verlust der antiskorbutischen Wirkung 
des Saftes. 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen, Unten die Kurven 

des verzehrten Hafers. Die Meerschweinchen erhielten taglich - 

je 20 ccm Kohlsaft, der mit Knochenkohle (10g Kohle pro 
100 ccm Saft) behandelt wurde. 


Das Fehlen des von der Hahnschen Theorie postulierten 
Parallelismus zeigen auch die in der Abb. 9 dargestellten Kurven, die sich 
auf die Versuche mit Kohlsaft, der mit Blutkohle von Merck (4g pro 
100 cem Saft) behandelt wurde, beziehen. Die relative Oberflaichen- 
spannung eines solchen Saftes kann als 1 angenommen werden, da die 
stalagmometrischen Bestimmungen in diesem Falle folgende Zablen 
ergaben: 1,00125, 1,0001, 1,0008, 0.9998, 1,00044. Somit kann die 
Oberflachenaktivitat eines solchen Saftes gleich 0 gesetzt werden und 
dementsprechend ist der Hahnschen Theorie gemafB keine anti- 
skorbutische Wirkung dieses Saftes zu erwarten. Beim Vergleich 
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der erbaltenen Kurven mit den Kurven der Versuche ohne Anwendung 
antiskorbutischer Mittel (erste Mitteilung) ist aber leicht zu ersehen, daB 
selbst ein solcher Kohlsaft das Sinken des Appetits und des Gewichts 
der Tiere aufhalten und eine Verlingerung der Lebensdauer hervor- 
rufen kann. (Tod zwischen dem 38. und 50. Versuchstag). 

Fassen wir nun die Ergebnisse unserer Versuche zusammen, so 
kénnen wir, unseres Erachtens, zu dem SchluB kommen, daB ein 
Parallelismus zwischen der Verainderung der Oberflachenaktivitat und 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Hafers. Die 
Meerschweinchen erhielten tiglich je 5ccm Kohlsaft, der mit Blutkohle von Merck (4g pro 
100 com Saft) behandelt wurde. 


der Vitaminwirkung des Saftes nicht besteht. Dementsprechend ist 
die Hahnsche Theorie gewissermafen als verfriiht und jedenfalls noch 
einer experimentellen Begriindung bediirftig zu erachten. 


Nachtrag. 


In der Literatur finden wir Angaben iiber die Abschwiachung der 
antiskorbutischen Eigenschaften des Kohlsaftes beim Aufbewahren desselben 
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und, nach Bezssono/f (5), verliert sogar der Kohlsaft jegliche antiskorbutische 
Wirkung durch das Aufbewahren bei gewéhnlicher Temperatur im Laufe 
von 12 bis 24 Stunden. 
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Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven des verzehrten Hafers. Die 
Meerschweinchen bekamen tiglich je 20 ccm am vorigen Tage zubereiteten und im Zimmer 
aufbewahrten Kohlsafts. 


Die Bestimmung der Oberflachenaktivitat des Kohlsaftes, der Tags 
vorher zubereitet war und in einigen Fallen im Zimmer bei einer Temperatur 
von 17 bis 20°, in den anderen auf dem Eise aufbewahrt wurde, haben 
nur unbedeutende Schwankungen der Oberflachenaktivitat des Saftes 
gezeigt, gewohnlich ein unbedeutendes Sinken derselben (um 1 bis 2 Gh); in 
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den Fallen aber, wenn der Saft beim Aufbewahren im Zimmer triibe wurde 
und einen unangenehmen Geruch bekam, nahm seine Oberflachenaktivitat 
etwas zu (um 1,5 bis 3,5Gh). Die Abb. 10 und 11 zeigen die Ergebnisse 
der Versuche mit aufbewahrtem Saft. Vergleicht man diese Ergebnisse 
mit denen paralleler Versuche mit frischem Kohlsaft (Abb. 2, 3 und 4), 
so sieht man leicht, daB zwar der im Zimmer aufbewahrte Saft den Eintritt 
eines Friihtodes im allgemeinen nicht verhinderte, jedoch verhielten sich 
zwei Meerschweinchen (Nr. 257 und 259) vollkommen analog denjenigen, 
die frischen Kohlsaft bekamen. 

Somit haben die Resultate dieser Versuche bewiesen, daB der Kohlsaft 
selbst nach eintagigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur antiskorbutische 
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Abb. 11. 
Oben Gewichtskurven der Meerschweinchen. Unten Kurven 
des verzehrten Hafers. Die Meerschweinchen bekamen taglich 
je 5ccm am vorigen Tage zubereiteten und im Zimmer auf: 
bewahrten Kohlsafts. 


Wirkung behalten kann. Beim Zimmeraufbewahren des Kohlsafts wurde, 
wie gesagt, haufig Triibung und unangenehmer Geruch beobachtet. Zweifel- 
los gingen dabei in dem Saft gewisse Veranderungen vor sich, welche auf 
die schwachsten Tiere schédlich wirken konnten. Die zum Vergleich aut- 
gestellten Versuche mit Kohlsaft, der auf Eis aufbewahrt wurde, ver- 
liefen analog denen mit frischem Kohlsaft ausgefiihrten. 


Da diese Versuche keine neuen Tatsachen zur Lésung der Frage iibe: 
etwaigen Parallelismus zwischen der Anderung der Vitaminwirkung und 
der Oberflachenaktivitat des Kohlsafts geliefert haben, sind sie blo als 
Material zur Frage nach der Stabilitat der antiskorbutischen Wirkung des 
Kohlsafts beim Aufbewahren angefiihrt worden. 
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Zum SchluB sei es mir gestattet, dem Herrn Professor M..N. 
Schaternikoff meinen verbindlichsten Dank fiir die freundliche An- 
leitung bei meiner Arbeit auszusprechen. 

Den Mitarbeitern des Instituts sei hier mein herzlichster Dank 
fiir die Unterstiitzung bei der Ausfiihrung dieses Teiles meiner Arbeit 
gesagt. 
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Uber Versuche zur Gewinnung des weiblichen Sexualhormons 
aus dem Harn der Schwangeren. 


Von 
S. Veshnjakov und A. Lipsehiitz. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Concepcion, Chile.) 


(Eingegangen am 22. April 1929.) 


Im folgenden sei iiber Versuche berichtet, die zum Zwecke hatten, 
das weibliche Hormon aus dem Harne der Schwangeren in mdéglichst 
gereinigter Form und unter Vermeidung von Verlusten zu gewinnen. 


Im Anschlu8 an die Befunde von Laqueur und Mitarbeitern (1), die, 
wie gleichzeitig B. Zondek und Brahn (2), weitgehend gereinigtes, was-er 
lésliches Hormon aus Follikelfliissigkeit gewonnen hatten, haben wir 
Anfang 1926 ahnliche Versuche ausgefiihit (3). Wir benutzten damals 
als Ausgangsmaterial Extrakte, die wir nach den Angaben von Doisy und 
Allen (4) aus Follikelfliissigkeit von der Kuh hergestellt hatten; durch 
Erwairmen im Hochvakuum, Verseifung, weitere Behandlung mit Ather 
und Aceton und durch wiederholte Extraktion abwechselnd mit Wasser 
und mit Ather gelangten wir zu hohen Reinheitsgraden. Bei bestimmter 
Priifungsmethode (5) waren im giinstigsten Falle bei der Maus noch Mengen 
von 0,02 y wirksam. Bei der Arbeit mit wasserléslichen Praparaten stieBen 
wir bald auf die Tatsache, daB das weitgehend gereinigte Hormon in Wasser 
leicht zerstért wird. Laqueur (6) hatte angegeben, da8 wasserige Hormon- 
lésungen sich 3 Wochen im Thermostaten bei 37° erhalten kénnen. Wir (3) 
fanden dagegen, da8 die wisserigen Lésungen beim Stehen an Wirksamkeit 
einbiiBen ; so erzielten wir mit 0,4 mg eines frischen, wasserléslichen Praparats 
bei der Maus ein reines Schollenstadium von 36 Stunden Dauer, wahrend 
3 Wochen spater dieselbe Menge des Priparats nur eben wirksam war. 
Bei weiterer Reinigung biiBten unsere wasserigen Lésungen ihre Wirksam- 
keit in wenigen Tagen ein. Dieser Befund ist von allen Autoren, die iiber 
wasserlésliche Hormonpraparate berichtet haben, bestaétigt worden. 

In weiteren Versuchen haben Laqueur und seine Mitarbeiter (7) die 
Reinigung so weit getrieben, da8 etwa 0,08 y bei der Ratte noch ausreichend 
waren, um UterusvergréBerung hervorzurufen. Allerdings handelt es 
sich hier bei Laqueur, wie auch in unseren Versuchen mit 0,02 y bei der 
Maus, nicht um klassische Brunsteinheiten; mit Recht haben Allen und 
Doisy (8) darauf hingewiesen, da8 man die noch wirksame Dosis herab- 
driicken kann, wenn man nicht auf ein reines Schollenstadium priift. 
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Wir selbst sind zu eingehenderen Untersuchungen iiber die Reinigung 
des weiblichen Sexualhormons erst im Juli 1928 zuriickgekehrt, nachdem 
Zondek und Aschheim ihre wichtigen Befunde an dem Harn der Schwangeren 
mitgeteilt hatten. 


Die ersten Angaben tiber das Vorkommen von weiblichem Hormon 
im Harne stammen von Loewe, Lange und Faure (9), die auch ver- 
schiedene Extraktionsverfahren beschrieben haben. Zondek und 
Aschheim (10) haben die theoretisch und praktisch so bedeutungs- 
volle Tatsache festgestellt, daB der Harn der Schwangeren Tausende 
von M.-E. weiblichen Hormons im Liter enthalt. Die letzteren Autoren 
haben die Reinigung des wasserléslichen Hormons bis zu M.-E. 0,01 
und sogar 0,001 mg getrieben!'. 


Von den Methoden, die wir zur Gewinnung von gereinigten wasser- 
léslichen Praparaten aus dem Harn der Schwangeren benutzten, sei 
die folgende beschrieben. 


A. Der Harn wird bis zu Sirupkonsistenz eingedampft. Darauf 
wird Alkohol (etwa 1 Liter auf 10 Liter Harn) hinzugefiigt und nach 
einigen Stunden vom Niederschlag abgegossen; der Niederschlag 
wird mit demselben Volumen Alkohol wie friiher nachgewaschen. 
Der Alkohol wird auf dem Wasserbad bei vermindertem Druck ab- 
destilliert und der Riickstand, dessen Volumen bei 10 Litern Harn 
etwa 150 ccm betragt, wird mit Ather (etwa '/, Liter auf 10 Liter 
Harn) extrahiert; die Extraktion wird acht bis zehnmal wiederholt. 
wobei stets derselbe durch Destillation wiedergewonnene Ather 
benutzt wird. Nach Verdampfung des Athers wird der Riickstand 
mit 10°,iger Lauge auf dem Wasserbad behandelt. Die triibe und 
dunkle wiisserige Liésung wird mit gleichem Volumen Ather ex- 
trahiert. Der erste Atherextrakt wird beiseite gestellt und gesondert 
behandelt (B, s. unten). Die Extraktion mit drei- bis vierfachem Volumen 
Ather wird acht- bis zehnmal wiederholt. Der nach der Verdampfung 
des Athers verbleibende Riickstand ist von gelber Farbe. Nach dem 
Wagen wird er in einer bekannten Menge Alkohol gelést. Fiir die In- 
jektion wird eine bestimmte Menge der alkoholischen Lésung mit 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt. 


Gegeniiber der von Zondek und Aschheim (10) beschriebenen 
Methode unterscheidet sich die vorliegende dadurch, daB das Filtrieren 
vermieden wird. Von Bedeutung erscheint uns ferner die gesonderte 


1 Nach der Niederschrift dieser Mitteilung wurde uns die Arbeit von 
C. D. Veler und E. A. Doisy (Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med. 25, 806, 1928) 
im Referat bekannt (vgl. Ber. d. ges. Physiol. 47, 811, 1929). Auch diese 
Autoren berichten iiber eine Methode zur Extraktion von Ovarialhormon 


aus dem Harn. 
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Behandlung des ersten Atherextraktes nach der Verseifung, worauf 
wir unten noch zuriickkommen. 


Mit der oben beschriebenen Methode gelangt man zu Préaparaten, 
deren Reinheitsgrad um M.-E. = 0.01 mg schwankt. 

Da die GréBe der Mauseeinheit von der speziellen Priifungsmethode 
abhangt, sei hervorgehoben, da8 wir in einer Reihe von Versuchen die 
gesamte Priifungsmenge auf einmal, in spaéteren Versuchen in zwei Portionen 
mit Intervall von 6 Stunden spritzten, zweimal taglich den Ausstrich 
wiederholten (am besten mit Platinése) und das Zustandekommen eines 
vollkommen leucocytenfreien Proéstrus, durch massenhaftes Auftreten 
von kernhaltigen Epithelzellen und Hornzellen gekennzeichnet, als positiv 
erachteten. Wir haben seinerzeit (5) auseinandergesetzt, warum wir eine 
Priifung auf Proéstrus fiir richtiger halten als eine Priifung auf reines 
Schollenstadium. Zweifel iiber die Wirksamkeit eines Praiparats kénnen 
bei der Priifung auf leucocytenfreien Proéstrus nicht aufkommen. Da 
man in der Regel ja nicht gleich die Grenzdosis einspritzt, sondern mehr, 
so hat man von vornherein Gelegenheit, die Wirksamkeit des Praparats 
auch durch Zustandekommen des reinen Schollenstadiums zu bestatigen. 
Zwei Beispiele einer Priifung eines ungereinigten Praparats (vor der Ver- 
seifung; in Alkohol aufbewahrt; vgl. weiter unten) mégen das néher er- 
lautern. Es wurde in zwei Portionen mit Intervall von 6 Stunden gespritzt. 
Es wurde zweimal téglich der Ausstrich gemacht (Giemsafarbung). 





Tabelle I. 
Injizierte Dauer 
Mengen Dauer des reinen 
Praparat in com der Ergebnis des Proéstrus Schollens Bemerkungen 
alkohbolischen . stadiums 
Ausgangslésung | Tage Tage 
Or. 4 0,002 Prodéstrus 1 — Epithelzellen, 
' 0,02 Reines Schol- ~ = th gl 
: lenstadium 1 3 Schollen 
0,05 Dasselbe 1 3 
0,1 Dasselbe 1 > 6 Weitere 5 Tage 
Schollen mit 
- 5 * Leucocyten 
Or. 5 0,0004 Prodstrus 1 — Epithelzelien, 
0,004 Reines Schol- spater Bei- 
lenstadium 1 <1 mlochung von 
0,01 Dasselbe 1 3 Scholien 


Die Dauer des Prodéstrus la8t sich nur ungenau angeben, da ja zwischen 
reinem Proéstrus und reinem Ostrus ein Ubergangsstadium aus Epithelzellen 
und Hornzellen liegt. Dagegen sind die Angaben iiber die Dauer des reinen 
Schollenstadiums bis zum ersten Auftreten von Leucocyten genau. Wie 
aus der Tabelle I hervorgeht, gibt es eine Grenzdosis, die wohl noch Pro- 
éstrus, aber nicht mehr reines Schollenstadium hervorruft. Von groBem 
Interesse ist die Frage, wie sich die Proéstrusgrenzdosis zur Ostrusgrenzdosis 
verhalt. Es ist nicht ausgeschlossen, daB die letztere um ein Vielfaches 
gréBer ist als die erstere, jedenfalls bei weitgehend gereinigten Praparaten. 
Wir sind augenblicklich damit beschaftigt, diese Frage eingehender zu 
untersuchen. Man kénnte sich fragen, wieweit die wiederholten Angaben 
der Autoren iiber die sehr schwankende Reaktionsfahigkeit der Testtiere 
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[bis um das Zehnfache; vgl. namentlich Coward und Burn (11)| mit 
darauf beruhen, daB8 die Eichung auf reines Schollenstadium quantitativen 
Anspriichen nicht ganz standhalt. 

Die Feststellung der Wirksamkeit eines Priparats oder seiner Grenz- 
dosis durch Ermittlung des prozentischen Verhialtnisses von Leucocyten, 
Epithelien und Schollen im Ausstrich erscheint uns nicht zulassig. Im 
diéstralen Ausstrich der kastrierten Maus haben wir in Bestatigung von 
Zondek niemals Hornzellen gefunden. 


Als Beispiel sei folgender Versuch angefiihrt. Aus 33 Liter 


Harn wurden erhalten: 
Tabelle 11. 





Gehalt an Substanz Reinbeitsgrad 
2. bis 5. Atherextraktion nach Verseifung 0,90 g M.-F. 0,01 mg 
6. , 15. A . a 0,37 g¢ M.-E. 0,02 mg 


Die Ausbeute betrug somit etwa 110000 M.-E. oder etwa 3300 M.-E 
auf den Liter Harn. Hierzu kommt die Menge, die im ersten Ather- 
extrakt (vgl. B) enthalten ist. 

Indem wir ein Praparat M.-E. = 0,01 mg weiter bearbeiteten, 
gelangten wir bis zu einem Reinheitsgrad von M.-E. = 0,001 mg und 
weniger. Das Verfahren bestand in einer mehrmaligen Wiederholung 
der Atherextraktion aus der alkalischen wiisserigen Lisung. Unsere 
Befunde sind jedoch in dieser Richtung noch unvollkommen und 
wir kénnen nicht angeben, ob man auf diesem einfachen Wege von 
M.-E = 0,01 mg stets mit Sicherheit zu M.-E. = 0,001 mg gelangt. 

B. In den ersten Atherextrakt nach der Verseifung (s. oben) 
gehen auBer dem Hormon verschiedene leicht atherlisliche Substanzen 
iiber, deren Trennung von den folgenden hormonhaltigen Atherportionen 
den Weg der Reinigung abzukiirzen vermag. Wieweit das in jedem 
einzelnen Falle zutrifft, l4Bt sich nicht sagen, da die Zusammen- 
setzung des Harnes schwankt. 

Der erste Atherextrakt kann, ahnlich den folgenden (vgl. A), 
bereits einen Reinheitsgrad von M.-E.= 0,01 mg aufweisen; ist das nicht 
der Fall, so kann der erste Extrakt ebenfalls benutzt werden, um das 
Hormon bei hohem Reinheitsgrad zu gewinnen. Zum hormonhaltigen 
Ather im Scheidetrichter wurde Wasser hinzugefiigt und abstehen 
gelassen. Die Extraktion mit Wasser wurde etwa zehnmal wiederholt. 
Falls Emulsion zustande kam, wurde etwas Alkohol hinzugefiigt 
Im Scheidetrichter verblieb eine harzige Masse, die, je nach dem Aus- 
gangsmaterial, von brauner bis roter Farbe war, und der feste Bestand- 
teile beigemischt waren. Der wisserige Extrakt wurde auf dem Wasser- 
bade im Vakuum eingedampft, der Riickstand in Ather aufgenommen 
und wieder mit Wasser extrahiert. Wir erzielten an diesem Punkte 
einen Reinheitsgrad von M.-E. = “,01 mg. 
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Begniigt man sich mit M.-E.= 0,01 mg, so kann man durch 
Kombination von A und B eine gute Ausbeute an Hormon erhalten. 
Es sei als Beispiel der Versuch mit 33 Liter Harn (vgl. oben) angefiihrt. 
Der erste Atherextrakt nach der Verseifung ergab bei weiterer Reinigung 
0,12 g (wiederholte Extraktion mit alkoholhaltigem Wasser aus Ather - 
im Gegensatz zum Verfahren bei der weiteren Reinigung von A). 
Der Reinheitsgrad betrug jetzt M.-E. = 0,04 mg, d.h. eine Ausbeute 
von etwa 50000 M.-E., oder etwa 1500 M.-E. auf den Liter. Zusammen 
mit den 3300 M.-E. auf den Liter aus den iibrigen Atherportionen 
(vgl. oben) ergibt sich somit eine Ausbeute von 4800 M.-E. auf den 
Liter, obwohl bei der weiteren Reinigung von B Verluste eintreten 
muBten. Es handelte sich um einen Mischharn aus der zweiten Halfte 
der Schwangerschaft. 

Eine ganze Reihe von Beobachtungen zeigt, daB bei einem Reinheits- 
grad von M.-E. = 1 y sicher noch nicht die Grenze erreicht ist. Wird 
eine wisserige Loésung von gereinigtem Hormon (M.-E.== ly) der 
fraktionierten Destillation im Hochvakuum bei 180° bis 250° unter- 
worfen, so geht nicht alles Hormon bei derselben Temperatur iiber. 
Augenscheinlich wird das Hormon von Substanzen mitgerissen oder 
zuriickgehalten, die bei verschiedenen Temperaturen  destillieren. 
Damit stiinde im Einklang, daB unter Umstinden auch gut gereinigte 
Fraktionen noch triibe Lésungen geben. Ob allerdings wirkliche 
Wasserléslichkeit vorliegt, ist eine Frage fiir sich [vgl. insbesondere 
F. Laquer (12)|. In einigen Versuchen, die wir iiber die Verteilung 
des Hormons in Ather und Wasser ausgefiihrt haben, unter Benutzung 
gleicher Mengen Ather und Wasser, ging Hormon sowohl in Ather 
als in Wasser iiber. Das blieb auch dann der Fall, wenn die wasserige 
Lésung angesauert oder alkalisch gemacht wurde. 
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Experimentelles zur Komplexbildungs- Therapie 
der chronischen Blei- und Quecksilbervergiftung. 


Von 
Herbert Ludwig. 


(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat’ Basel.) 


(Eingegangen am 25, April 1929.) 


I. Einleitung. 


Die Behandlung der chronischen Bleivergiftung mit Kaliumjodid 
ist wohl immer noch die erfolgreichste und am weitesten verbreitete, 
seitdem Melsens sie 1849 in seinem ,,Mémoire sur l'emploi de liodure 
de potassium pour combattre les affections saturnines et mercurielles** 
empfohlen hat. Obgleich er das Jodkalium aber, wie schon aus dem 
Titel hervorgeht, auch bei der Quecksilber,vergiftung angewandt wissen 
wollte, hat es sich fiir diese Vergiftung viel weniger durchzusetzen 
vermocht, und die meisten Autoren driicken sich in dieser Beziehung 
recht vorsichtig aus, wahrend andere es gar nicht erwahnen und zum 
Teil sogar starke Bedenken auBern. 

Schon Melsens hatte einen deutlichen Unterschied zwischen den 
blei- und den quecksilbervergifteten Tieren feststellen kénnen, der 
darin bestand, daB die letzteren auf Jodkaliumverabreichung leichter 
mit Vergiftungssymptomen reagierten. 

Aber auch die Jodkaliumtherapie der chronischen Bleivergiftung 
wird heutzutage nicht restlos empfohlen. So schreiben Legge und Goadby, 
sie hatten ,,bei mehr als einer Gelegenheit gesehen, dab der Verabreichung 
von groBen Dosen von Jodkali eine deutliche Zunahme der Symptome 
folgte’*. Und Telecky warnt geradezu vor der Jodkaliumtherapie 
der chronischen Bleivergiftung. Doch scheinen die giinstigen Erfah- 
rungen immerhin zu tiberwiegen. 


Nun konnte Garcia vor kurzem nachweisen, daB Jodkaliumverab- 


reichung an Meerschweinchen, die kleine, an sich unwirksame Queck- 
silberdosen erhalten hatten, zu einer oft tédlichen Vergiftung fiihrte, 
die alle Svmptome einer Quecksilbervergiftung aufwies. 
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Bei an und fiir sich ungiftigen Mengen von Calomel, von rotem Queck- 
silberoxyd, von Quecksilberjodid und von Hydrargyrum salicylicum fiihrte 
0,1 g KJ, das er seinen Tieren durch eine Schlundsonde zufiihrte, immer 
zum Tode (von Kaliumbromid brauchte es 0,5g, wahrend 0,5g NaCl 
nicht immer geniigten). Die Vergiftung trat gewéhnlich 24 Stunden nach 
der oralen Jodkaliumverabreichung auf und fiihrte nach 3 bis 4 Tagen 
zum Tode. An und fiir sich tédliche Mengen dieser in Wasser unldéslichen 
Quecksilberverbindungen wirken viel langsamer. Es kommt also nach 
Ansicht des Autors zur Bildung leicht léslicher komplexer Verbindungen, 
die das EiweiB nicht fallen. 

Es miissen also zwischen dem Blei und dem Quecksilber quanti- 
tative Unterschiede in ihrer Beziehung zum Jodkalium bestehen, die 
zu erfahren, der Zweck dieser Arbeit ist. In beiden Fallen handelt es 
sich um komplexe Bindungen. Wir haben versucht, an Hand von Modell- 
versuchen erstens das komplexe Bindungsvermégen beider Metalle 
moéglichst quantitativ zu fassen, und zweitens den EinfluB der Umwelt- 
faktoren im Organismus zu studieren. 


II. Komplexaffinitét zu Jodkalium. 
Blei- und Quecksilbersalze bilden leicht Komplexverbindungen, 


Nach Abegg sind die ,,Mercurisalze (gegeniiber den Mercurosalzen) 
durch auffallend groBe Tendenz zur Bildung von Komplex- und Doppel- 
salzen ausgezeichnet‘*. Darauf beruht ihre viel héhere Léslichkeit in vielen 
Salzen als in Wasser. So ist z. B. das fiir uns hauptsiachlich in Betracht 
kommende HgJ, in Wasser nur zu 0,06g/Liter léslich, Hg(NO,), 
aber zu 48,0 g/Liter. Die Léslichkeiten verhalten sich also wie 1: 800. 
Es gibt ,,alle méglichen Abstufungen von den mehr als Doppelsalze an- 
zusprechenden Verbindungen, welche in Lésung fast vollstaéndig in die 
Komponenten gespalten sind, bis zu den eigentlichen Komplexsalzen mit 
unendlich geringer Hg-Ionenkonzentration“. 


Uns interessiert vor allem die Bildung komplexer Salze mit KJ. 
Es bildet sich ein Produkt, dessen Formel K,PbJ, bzw. K, Hg J, sein 
soll, und das, wie wir schon hérten, léslich ist. Um festzustellen, bei 
welchem der beiden Metalle das Komplexsalz leichter entsteht, gaben 
wir zu gleichen Mengen Blei- und Quecksilbernitrats’ je 0,2 ccm n/10 
KJ (Tabelle I). Bei hoher Metallsalzkonzentration bildet sich das 
Jodid, wobei das Hg J, in Form von roten, das Pb J, in Form von gelben 
Kristallen ausfallt. Nimmt die Konzentration ab, so da8 ein immer 
gréBerer KJ-Uberschu8 entsteht, so kommt es beim Hg(NO,), zur 
Komplexsalzbildung, und der anfanglich auftretende Niederschlag lost 


1 Um die sehr starke Hydrolyse des Quecksilbernitrats zu vermeiden, 
gaben wir auf 100 ccm 0,25 cem HNO, konz., und um das Bleinitrat damit 
vergleichen zu kénnen, gaben wir auch zu diesem dieselbe Sauremenge. 
Sooft spéter von Blei- und Quecksilbernitrat die Rede ist, sind immer 
diese Lésungen und ihre Verdiinnungen gemeint. 
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sich wieder auf. Beim Pb(NO,), hingegen tritt PbJ,-Bildung noch bei 
einer Konzentration von n/800 auf. (Beim Erwarmen list sich der 
Niederschlag zwar schon bei n/100 Pb(NO,), auf, aber beim Erkalten 
fallen wieder die typischen goldgelben PbJ,-Kristalle aus. Es handelt 
sich also nur um eine bedeutend héhere Léslichkeit des PbJ, in warmem 
als in kaltem Wasser, nicht aber um Komplexsalzbildung. Diese wird 
iibrigens durch Erhéhung der Temperatur kleiner.) —- Weitere Versuche 
ergaben, daB es zur vollstandigen Bleikomplexsalzbildung eines ganz 
bedeutenden KJ-Uberschusses bedarf. Erst wenn zu 0,5ccm n/100 
Pb(NO,), 4,0 cem n/l KJ zugegeben werden, ist die Lésung klar (aber 
noch leicht gelblich). 
Tabelle I. 





Hg(NOgs)o, 0,5cem n/10 | n20/ n/40 0/60 n/80 n/100 n/200 n/400 1/800 


KJ, 02cem ... n/10/n/10 n/10 n/10 n/10;n/10 ) n/10 = n/10~— n/10 
In der Kalte .. . Roter Niederschlag Klar 
Nach Erwarmen. . . . ‘a 





Pb(NOgs)o, 0,5eem 0/10 | n'20 | n/40 0/60 | 080 | 0 100 | n 200) n/490 | 0/800 


KJ, 02cem ... n/10 n/10 n/10 n/10/n/10 n/10 | n/10) n/10 | n/10 
In der Kalte ... Gelber Niederschlag 
Nach Erwarmen. . Gelber Niederschlag Klar (beim Erkalten Aus- 


fallen goldgélber Kristalle) 


Wabrend fiir das Quecksilbernitrat ein etwa dreifacher Jodkalium- 
iiberschuB zur vollstandigen Komplexsalzbildung geniigt, braucht es 
beim Bleinitrat einen fast 800fachen Uberschu8. Wir diirfen aber nicht 
vergessen, daB schon bei viel geringerem UberschuB ein Teil der Jodide 
zu Komplexsalz wird. Wir haben die Komplexsalzbildung immer erst 
dort festgestellt, wo der gesamte Jodidniederschlag aufgelést, die 
Komplexsalzbildung also 100°, war. ‘ 

Ebenso verfuhren wir mit den Hydroxyden, die wir im Reagenzglase 
frisch herstellten durch Fallen von Nitraten verschiedener Konzentration 
mit 1,cem n/10 NaOH (Tabelle II). Wir sehen, daB der gelbe Nieder- 
schlag von Hg(OH), sich durch Zusatz von 1,0cem n/10 KJ auflést, 
wo er einer n/20 und n/40 Konzentration entspricht, nicht, wo er aus 
n/10 Lésung entstand. Ein zweifacher Uberschu8 geniigt also nicht, 
wohl aber ein vierfacher Uberschu8. Und wir kénnen feststellen, daB 
auch das Bleihydroxyd eine sehr geringe Tendenz zur Komplexsalz- 
bildung mit KJ zeigt; denn nach dessen Zusatz lést sich der Nieder- 
schlag nirgends auf. 

Die Komplexaffinitat der Quecksilberionen zu Jodkalium ist bedeutend 
groper als die der Bleiionen. 
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Tahelle II. 








Hg(NOz3)g, 0,5 com n/10 n/29 n/4) n/80 n/160 
NaOH, 0,5eem . . n/LO | n/l0 n/19 n/10 n/10 
Gelber Niederschlag Gelbfirbung Klar 
KJ,1,0ccom ... n/10 n/L0 n/L0 n/10 1/10 
Rotbrauner Klar 
Niederschlag - 
Pb(NOg3)9, 0,5 com n/10 n/20 nj49 n/80 n/160 
NaOH, 0,5cem. . n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Weiber Niederschlag Milchige Spur klar 
Trabung 
Rd, igeem ... n 10 n 10 nj10 n/10 n/10 
Gelber Gelbliche Weif.Nie-| Milchige hlar 
Niederschlag Nindeow hl derschlag  Triibung 


Auch diesen Unterschied zwischen Blei- und Quecksilberionen hatte 
Melsens schon festgestellt: ,,Tous les composés de mercure qui peuvent 
se réaliser dans l'économie sont solubles dans liodure de potassium.“* Und 
weiter unten: ,,On ne peut donner directement pour les composés du plomb 
toutes les preuves de dissolution accumulées pour les sels de mercure.* 


Das Jodkalium mobilisiert das Quecksilber im Organismus also 
viel starker als das Blei, es kommt daher zu einer viel starkeren Er- 
héhung der zirkulierenden Konzentration. 

Da die zirkulierende Bleimenge sehr klein ist, wird das zugefiihrte 
Jodkalium geniigen, um einen gewissen Prozentsatz in das Komplexsalz 
umzuwandeln. Auch in den Depots wird immer nur ein kleiner Teil 
gelést werden, so daB der Hauptunterschied gegeniiber dem Queck- 
silber wohl darin bestehen diirfte, daB die Mobilisierung langsam vor 
sich geht. Beim Quecksilber hingegen besteht immer die Gefahr, dal} 
der Organismus plétzlich mit groBen Dosen iiberschwemmt wird. 


Wenn wir die Konzentration des Jodkaliums, das wir zu 0,5 cem 
der n/100 Nitrate zugeben, variieren (Tabelle II1), so sehen wir, dal} 
es mit Quecksilberionen nur bei einer n/32 und n/64 KJ-Konzentration 
zu einem HgJ,-Niederschlag kommt. Eine geringere Konzentration 
geniigt nicht mehr zur Jodidbildung, und eine héhere Konzentration 
fiihrt zu Komplexsalzbildung. Die Zone, innerhalb der eine Fallung 
eintritt, ist alsoauBerordentlich klein, somit auch die Wahrscheinlichkeit. 
im Organismus mit KJ einen HgJ,-Niederschlag zu erzielen. Anders 
verhalt es sich mit den Bleiionen, mit denen die Jodidbildung von einer 
n/64 bis zu einer n/1 KJ-Konzentration reicht. Es wird also immer 
nur ein ganz kleiner Teil als Komplexsalz in Lésung gehen, wihrend der 
Rest in das schwer lésliche Jodid iibergetfiihrt wird. Dab bei der n/132 
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Tabelle III. 














/160 Hg(NOs)o, 0,5cem n/100 n/100 n/100 n/100 | n/100 n/100 | n/100 1/100 n/100 
10 KJ, 0.2cem .../n/l jnf2 n4 ([n/fS (|n/16 | n/32 | n/64 ( n/132 n/264 
ilar Klar Rot | Rot | Klar 
1/ LO 
Pb(NOz3)9, 0,5 cem | 0/100) n/100 n/100 | 0/100 0/100 n/100 | n/100 n/100 n/100 
KJ, 0.2cem ... jn/l j|n/2 (nj4 n/§ (n/16 n/32 |n/64 n/132 n/264 
/160 Gelber Niederschlag Klar 
1/10 
slar KJ-Konzentration beim Blei kein Jodidniederschlag entsteht wie 
beim Quecksilber, beruht wohl auf der besseren Léslichkeit des PbJ, 
a/10 als des HgJp. 
lar 
Ill. Komplexaffinitit zu Natriumthiosulfat. 
a Kamm hat festgestellt, daB Bleiphosphat und Bleicarbonat in Natrium- 
thiosulfat ,,erheblich“ léslich sind, und empfiehlt daher, die Behandlung 


suvent ‘ ; ‘ ‘ are ; 
© Und der chronischen Bleivergiftung mit Na,S,O, zu versuchen, wie dies Dennie 


und Bride schon 1924 in Amerika getan hatten. Diese Léslichkeit der Blei- 
salze in Na,S8,O, beruht zweifellos auf einer Doppelsalzbildung (auch Ag 
bildet mit Na, 8,0, leicht lésliche Doppelsalze, daher wird dieses in der Photo- 
s also graphie zum ,,Fixieren“* der Bilder verwendet). Das Bleithiosulfat, das 


plomb 
cure."* 








a Se sich wohl anfanglich bildet, ist nach Abegg wenig ldslich, bildet aber 
mit Natriumthiosulfat ein leicht lésliches Doppelsalz von der Formel 
2 Na,8,0, . PbS,O,: Kamm hat die Bleisalze 12 Stunden lang’ mit gesattigter 
fiihrte Na,5,O,:-Lésung geschiittelt. 
reals Wir haben, um mit einer Konzentration zu arbeiten, die von 
r Teil derjenigen, die im K6érper erzielt werden kann, nicht gar so stark abweicht, 
Jueck- n/10 Na,S,O,-Lésung gewahlt und deren Wirkung auf Pb(OH), 
_— und Hg(OH), studiert (Tabelle IV), analog wie wir dies mit KJ getan 
r, dals hatten (s. Tabelle II). — Es zeigt sich, daB 1,0 cem n/10 Na,8,O, 14 ecm 
n/40 Hg(OH), noch aufzulésen vermag, nicht aber das n/20 Hydroxyd 
5 eem wie 1,0cem n/10 KJ. Die Affinitat der Quecksilberionen zum Thiosulfat 
r, dab ist also geringer als die zum Jodkalium. Auf das Pb(OH), zeigt das 
ration Thiosulfat ebensowenig EinfluB wie das Jodkalium. 
ration 
ration Tabelle IV. 
allung 
hkeit. Hg (NOs), 0,5 ccm n/10 n/20 n/40 n'80 n/160 
\nders NaOH, 0,5cem. . n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
1 einer Gelber Niederschlag Gelbfarbung klar 
immer NagS,Qz3, 1,0cem . n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
nd der Rotgelber Gelbe Klar 
199 Niederschl. Tribung 
n/132 Dann. ... . . . | Braunschwarz Braungelb 
Biochemische Zeitschrift Band 210. 24 
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Tahelle IV (Fortsetzung). 





Pb(NO3)9, 0,5 com n/10 n/20 n/40 n/80 n/169 
NaOH, 0,5cem. . n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Weiber Niederschlag Milchige Spur Klar 

Trabung 
Na, 8.03, 1,0cem . n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Weiber Niederschlag Milchige Spur Klar 


Trabung 


Auch die Komplexaffinitat zum Natriumthiosulfat ist fiir Queck- 
silberionen viel gréfer als fiir Bleiionen. Die Affinitdt der Quecksilber- 
tonen zum Thiosulfat ist etwas geringer als die zum Jodkalium. 


IV. Reaktionsfaihigkeit mit Schwefel. 


Der mit den Quecksilberionen bei der n/10-Konzentration auf- 
getretene rotgelbe Niederschlag wird allmahlich dunkler und dunkler, 
bis er schwarzbraun ist. Und auch der gelbe Niederschlag bei n/20 wird 
schwarzlich. Es handelt sich zweifellos um Sulfidbildung. Davon ist 
beim Blei keine Spur zu sehen. (Kamm hatte allerdings fiir die Kon- 
zentrationen, mit denen er arbeitete, eine leichte Umwandlung der 
Bleisalze in Sulfid festgestellt.) 


Da Quecksilberhydroxyd mit Natriumthiosulfat Sulfid bildet, 
Bleihydroxyd aber in der gleichen Konzentration keine Spur davon 
zeigt, liegt die Vermutung nahe, daB die Sulfotropie der Quecksilber- 
ionen gr6Ber sei als die der Bleiionen. Und der folgende Versuch erhirtet 
diese Vermiutung (Tabelle V). Zu 0,5eem Hg (NO,).- und Pb(NQ,),- 
Lésung gaben wir 1,0cem n/10 Na,S,0,-Lésung. Mit den Quecksilber- 
ionen entsteht Sulfid bis zu einer n/400-Konzentration, mit den Blei- 
ionen nur bis n/100. 

Tabelle V. 





n/200 n/400 n/800 





Hg(NOg3)o, 0,5 ccm n/50 n/100 | 
NagS,03, 1,0cem . n/10 n/10 | n/10 n/10 n/10 
Schwarz Braun- Graubraun Gelblich Klar 
schwarz | 
Pb(NOg)o, 0,5 com n/50 n/100 n/200 n/400 | n/800 
NagS,03, 1,0cem . n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Spur Spur Klar 


Mit Ammonsulfid scheint das Resultat allerdings ein anderes zu 
sein (Tabelle VI). Hier scheinen die Bleiionen stirker Sulfid zu bilden. 
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Tabelle VI. 





Hg(NOz)o, 0,5cem n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 n/3200 n/6400 n/12800 
(NH,).8, 1 Tropf. 
Schwarz Braun Braun- Briun- _ a ani 
gelb — lichgelb 





Pb(N O3)o, 0,5 cem | n/50 n/100) n/200 n/400 | n/800 1/1600 1/3200 n/6400 n/12800 
(NH,)o8, 1 Tropf. 


Schwarz Braun Brauns | Briune Spur — 
gelb _ lichgelb 


Aber die Quecksilberionen bilden zahlreiche farblose oder schwach 
gefarbte Zwischenstufen, Sulfosalze, die die Bindung an den Schwefel 
verdecken. ,,Schwefelwasserstoff erzeugt in Mercurisalzlésungen eine 
weiBe, durch Gelb iiber Braun in Schwarz iibergehende Fiillung* (T'read- 
well). Ubrigens kann kein Zweifel dariiber bestehen, daB die Affinitit 
der Quecksilberionen zum Schwefel gréBer ist als die der Bleiionen; 
denn ,,bei hoher Temperatur setzen sich die Halogensalze des Silbers 
und Quecksilbers (2) mit Bleisulfid zu Bleichlorid und dem betreffenden 
Metallsulfid um** (Abegq). 


Die Affinitat der Quecksilberionen zum Schwefel ist gréBer als 
die der Bleiionen. Die Ammonsulfidreaktion fallt aber beim Blei noch 
in starkeren Verdiinnungen positiv aus, weil es bei ihm zu keiner oder 
nur zu sehr geringer Sulfosalzbildung kommt. 


V. Sulfidbildung mit den Eiweifkirpern. 


Im Organismus kommt aber einzig die Sulfidbildung mit den EiweiB- 
kérpern in Betracht. Um auch fiir diese Blei- und Quecksilberionen mit- 
einander zu vergleichen, wurde zu je 0,1 ccm n/10 Nitrat 1,0 cem Serum 
zugegeben und durch 0,5 cem 2 n NaOH alkalische Reaktion hergestellt, 
da diese die Sulfidbildung der EiweiBk6érper begiinstigt. Weder die Blei- 
noch die Quecksilberionen gaben anfinglich eine Schwarzung, beim 
Erhitzen aber zeigte sie sich bei beiden, beim Blei aber etwas spiter. 
Um diesen Unterschied in Zahlen ausdriicken zu kénnen, wurden 
beide Reagenzgliser in ein Wasserbad bei 60° gestellt und die 
Anzah] der Sekunden bestimmt, nach denen die Sulfidbildung 
deutlich wurde (Tabelle VII). Die Quecksilberionen brauchen 20, die 
Bleiionen 35 Sek. 

Aber mit einer verdiinnten Hiihnereiweiblésung geben die Bleiionen 
die starkere Sulfidbildung (Tabelle VIII). Und zwar tritt diese Sulfid- 
bildung schon in der Kalte auf, ist also starker als die Bleisulfidbildung 
mit dem Serum. [Ob die Sulfidbildung der Quecksilberionen mit dem 

24 * 
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Tabelle VII. 








ccm com 
ED 8. gece oc & a es Le 0,1 —_ 
ENE 606 gl a 4. ace ews es — 0,1 
Se ae are Core oe ae ee 1,0 1,0 
Es sk os Fa, co ee 8 0.5 0.5 
IS oh re a eee ole 8 Klar Klar 
Beginn der Sulfidbildung im Wasserbad 
eT I gk oa os ss 4. oS 20 Sek. 35 Sek. 
Tabelle VIII. 
Hg (N Os)o, n/l0. — a ae 0,1 “a 
elt Se: — 0,1 
Eierklar, verd. ..... 1,0 1,0 
eee 0,5 0,5 
Spur Sulfidbildung Nach 10 bis 15 Min. Beginn 
nach langerer Zeit der Braunfarbung, die sehr 


intensiv wird 


Kierklar auch starker ist als mit dem Serum, lat sich nicht sicher 
sagen, denn die Spur von Graufarbung, die im Eierklar nach langerer 
Zeit (1, bis 1 Stunde) auftritt, miBte im Serum durch dessen Eigenfarbe 
verdeckt werden. ] 


Da es sich um eine Reaktion des Metalls mit der Sulfhydrylgruppe 
des EiweiBes handelt, muBte daran gedacht werden, daf der Unterschied 
vielleicht durch diese bedingt sein kénnte. Es ist ja bekannt, daB sich die 
EiweiBk6érper gerade in den Sulfhydrylgruppen stark unterscheiden, denen 
seit den Untersuchungen von Hopkins und Meyerhof eine grobe Bedeutung 
fiir die oxydativen Prozesse beigemessen wird. Allerdings enthalt das 
Serumalbumin durchaus nicht weniger Schwefel als das Eieralbumin. 
(Nach den Angaben in der Literatur enthalt das Ovalbumin 1,1 bis 1,6°% 8, 
wovon 0,43 °% in leicht abspaltbarer bleischwarzender Form; Serumalbumin 
19% 8S, wovon 1,29°% bleischwarzend.) Es konnte aber noch an einen 
Unterschied in der Anzahl der freien SH-Gruppen gedacht werden; doch 
weder Serum noch Eierklar geben mit Nitroprussidnatrium eine Rotfarbung, 
und schon Arnold, der diese Reaktion beschrieben hat, konnte feststellen, 
da beide einer freien SH-Gruppe entbehren. Die meisten Organextrakte 
hingegen sind sehr reich an solchen, besonders Leberextrakt (Hausmann). 
Nur das denaturierte HiithnereiweiB gibt eine positive Reaktion (1 bis 2 eem 
der zu untersuchenden EiweiBlésung, 2 bis 4 Tropfen 4- bis 5% iges Nitro- 
prussidnatrium und einige Tropfen 10°, iges NH,). 


Die Ausfiihrung der Sulfidreaktion mit etwa 5°,igen Lésungen von 
Serumalbumin und Ovalbumin (Tabelle [IX und X) ergab denn auch, 
daB die Bleisulfidlésung mit beiden iiberwiegt. (Dabei mu8B bemerkt 
werden, daB die von uns benutzten EiweiBkérper, besonders das Serum- 
eiweiB, sicher durchaus nicht rein waren. Das Serumeiweif bestand 
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Tabelle IX. 








Hg(N Os)o, n 10 Sa ee Ue 0,1 — 
Pb(NOs)g, n/10..... - 0,1 
Serumalbumin, etwa 5% 1,0 1,0 
a ee 0,5 0,5 
Spur Sulfidbildung Nach 15 bis 20 Min. Beginn 
nach mehr als !/, Std. der Braunfarbung 
Tabelle X. 
Hg(NOs)5, n/10..... 0,1 
Pb(N O3)o, n 10 “i a a = 0.1 
Kieralbumin, etwa 5% . 1,0 1,0 
re; Ds a a 0,5 0.5 
Spur Sulfidbildung Nach 15 bis 29 Min. Beginn 
nach mehr als !/, Std. der Braunfairbung 


aus braunen Schollen und gab eine graubraune, triibe Lésung. Die 
HiihnereiweiBschollen waren hellgelb und lieferten eine leicht milchig- 
weiB getriibte Lésung.) 

Die Bleisulfidbildung mit Eierklar, mit Eieralbumin und mit 
Serumalbumin ist also starker als die Quecksilbersulfidbildung mit 
diesen. Mit Serum ist die Quecksilbersulfidbildung ungefaihr gleich 
stark wie mit Eierklar, aber starker als die Bleisulfidbildung mit Serum. 
Es sind also zwei Dinge auffallend, nimlich erstens die Hemmung der 
Bleisulfidbildung im Serum und zweitens das Uberwiegen der Bleisulfid- 
bildung mit Eierklar undreinen EiweiBkérpern, wahrend doch die Affinitat 
der Quecksilberionen zum Schwefel gréBer ist als die der Bleiionen. 
Auch der folgende Versuch veranschaulicht die starkere Bleisulfid- 
bildung der EiweiBkérper: Kocht man ein Stiickchen Kase mit einigen 
Tropfen Bleiacetat und einigen Kubikzentimetern NaOH, so wird das 
Kasestiick alsbald schwarz. In Sublimat und NaOH aber bleibt es gelb. 
Da nun mit Cystein die Quecksilbersulfidbildung gegeniiber der Blei- 
sulfidbildung tiberwiegt, ist die Affinitaét der Quecksilberionen zur 8 H- 
Gruppe auch gréBer als die der Bleiionen. Wir miissen also annehmen, 
daB die Quecksilberionen in ihrer Sulfidbildung mit den Eiweibkérpern 
deshalb gegeniiber den Bleiionen zuriickstehen, weil sie zu anderen 
Gruppen des EiweiBes eine starkere Affinitat aufweisen als die Blei- 
ionen. Dafiir kommt wohl in erster Linie die NH,-Gruppe in Betracht, 
denn die Affinitaét der Quecksilberionen zum NH, ist viel gréBer als 
die der Bleiionen. So erzeugt Ammoniak in einer Lésung von Mercuri- 
chlorid eine weiSe Fallung von Mercuriamidochlorid (HgNH,Cl), in 
einer Bleisalzlésung hingegen eine weibe Fallung von Bleihydroxyd 
(Treadwell). Ubrigens dient ja das Jodquecksilberkalium als Nesslersches 
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Reagens zum Nachweis geringer NH,-Mengen, und wir werden noch 
sehen, daB die Quecksilberionen zum Glykokoll eine starkere Affinitat 
aufweisen als die Bleiionen. Da nun die Anzahl] der NH,-Gruppen in 
den EiweiBkérpern gegeniiber den SH-Gruppen stark iiberwiegt, 
erklart sich das anfanglich merkwiirdig erscheinende Verhalten der 
Quecksilberionen zwanglos. 

Die Affinitaét der Quecksilberionen zur SH-Gruppe ist gréBer als 
die der Bleiionen. Bei den EiweiBkérpern aber iiberwiegt die Blei- 
sulfid- gegeniiber der Quecksilbersulfidbildung, was sich aus der viel 
starkeren Affinitat der Quecksilber- als der Bleiionen zu der zahlenmaBig 
stark tiberwiegenden N H,-Gruppe erklart. 


VI. Besondere Verhiltnisse fiir die Sulfidbildung im Serum. 


Die Hemmung der Bleisulfidbildung im Serum hingegen ist nicht 
in- den EiweiBkérpern begriindet, und wir miissen annehmen, da8 ein 
Teil der Bleiionen im Serum in eine weniger reaktionsfihige Verbindung 
tibergefiihrt wird. Schoeller und Schrauth haben eine ganze Reihe 
organischer Quecksilberverbindungen untersucht und setzen die Fahig- 
keit zur Sulfidbildung als Ma8 fiir die Zersetzlichkeit einer Verbin- 
dung ein. 

Es fragt sich nun, ob im Serum auch die Ammonsulfidreaktion der 
Bleiionen gehemmt ist. Tabelle XI zeigt, daB sich diese im Serum viel 
weniger weit nachweisen lassen als die Quecksilberionen, und ein Ver- 
gleich mit der Ammonsulfidreaktion in einem Natrium-Acetat-Essigsiure- 
Puffergemisch von einem pq von etwa 7,3 (Tabelle XII) zeigt uns 
weiter, daB sich Bleiionen hier besser nachweisen lassen, als wir es nach 
Vergleich mit Tabelle VI erwarten muBten. Im Puffergemisch lassen 
sich Quecksilberionen bis zu 50 y nachweisen (0,5 cem n/1000), im Serum 


Tabelle XI. 





Serum... « « « « }-30 |:20 1 30 | 20 | 20 | 20 | 20; 20 2,0 
n/100 n/1000 n/10000 
Hg(NOs), . ... | 1,0 |0,75| 0,5 | 0,25 | 1,0 | 0,75 | 0,5 | 0,25; 1,0 


(NH,)98, 1 Tropfen | 








Bi + | Bri <8 <n pre ante 
Schwarz em | ee | Spar 
Serum. ...../| 20 | 20/20] 20 | 20 | 20 | 20; 20 2,0 
n/100 n/1000 n/10000 
Fo(ROehs. +=: 1,0 |0,75| 0,5 | 0,25 | 1,0 | 0,75 | 0,5 | 0,25 1,0 


(NH,)258, 1 Tropfen 


Brauns § S ns nibs — ey _ — 
lich Spur Spur 
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noch Tabelle XII. 
nitat : atone 
: NaAc.-Essigsiure . 2,0 | 2,0 | 2,0 2,0 2,0 | 2,0 | 20 | 20 2.0 
an in 
. n/100 n/1000 n/10000 
negt, 
alles Hg(NOs)) . .. . 1,0/0,75| 0,5 | 025 | 1,0 | 0,75 | 05 (025 10 
(N H,)g8, 1 Tropfen 
r als Sch Brauns Braun-| Gelbl.| S is “ 
r als wenens schwarz. lich | braun ond 
Blei- 
"viel NaAc.-Essigsiure . 2,0 20°20, 20 20,20 20 20) 20 
abig n/100 n/1000 n/10000 
Pb(NOs). . .. . | 1,0/0,75/ 0,5 | 0.25 | 10 | 0,75 | 05 | 025 1,0 
(N H,4)o8, 1 Tropfen 
Schwarz Braun- Briunlich Gelbbraun | Spur 
nicht oman 
3 ein : = “s . : are : 
bis zu 75 y (0,75 cem n/1000). Wenn wir die Eigenfarbe des Serums 
dung ti tea Rage PE ge . - 
seit beriicksichtigen, die die feinsten Farbveranderungen verdecken muB, 
eihe s : ; Gh age : 
shi kénnen wir annehmen, da die Quecksilberionen im Serum mit (N H,).8 
Ahig- , ar aie , - 
8 ebensogut reagieren wie in wasseriger Lésung. Die Bleiionen aber konnten 
rbin- ss a eee : , : , 
wir im Puffergemisch bis zu 10 y nachweisen (1,0 cem n/10000), im 
e Serum aber nur bis zu 500 y (0,5 ccm n/100). Die Ammonsulfidreaktion 
der i , a : ; 
, der Bleiionen ist also im Serum stark gehemmt. Das Serum weist also 
viel] : il a ss a 
Vv eine ausgesprochene Fahigkeit zur Bleiinaktivierung auf. 
er- 
ny Da nun die im Organismus kreisende Bleimenge sicherlich klein 
iure g g 
uns ist, kinnen wir annehmen, daB sie sich gdnzlich in dieser wenig reaktions- 
nach faihigen Form vorfindet. 
ssen Aus Tabelle XIII geht nun weiter hervor, dab, wie wir dies nach 
rum unseren Versuchen tiber Sulfidbildung mit den EiweiBkérpern annehmen 
Tabelle XIII. 
2.0 Eierklar, verd. . . || 2,0} 2,0 | 2,0, 2,0 2,0 2,0 2.0 2,0 2,0 
0000 n/100 n/1000 n/10000 
1.0 Hg(NOs). . . . - | 1,0/0,75! 0,5 | 0,25 | 1,0 | 0,75 | 05 | 025) 1,0 
(NH,)o8, 1 Tropfen 
--- Sel Brauns | Braun Gelbl.«| § i 
Cones schwarz, lich braun _— 
2.0 Kierklar, verd. . . || 2,0} 2,0 | 2,0 | 2,0 2,0 | 20 | 2,0 | 2,0 2,0 
0000 n/100 n/1000 n/10000 
1,0 Pb(NO3)) . . . - | 1,0/0,75/ 0,5 | 0,25 | 1,0 | 0,75 | 05 | 025) 1,0 
(NH,).8, 1 Tropfen 
— Schwarz Braunx| Braunlich | Gelbbraun Spur 
schwarz 
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muBten, die Hemmung der Ammonsulfidreaktion keine allgemeine 
Eigenschaft der EiweiBkérper ist, denn die Bleiionen lassen sich in 
verdiinnter HiihnereiweiBlésung genau wie in wasseriger Lésung bis zu 
10 y nachweisen. 


Fiir die Sulfidbildung mit Na,S,O, gilt nicht ganz dasselbe (Ta- 
bellen XIV bis XVI). Schon in wisseriger Liésung ist hier die Queck- 
silbersulfidbildung stirker als die Bleisulfidbildung, wie wir dies schon 
aus Tabelle V ersehen hatten. In verdiinntem Eierklar ist die Sulfid- 
reaktion der Bleiionen etwas gehemmt, die der Quecksilberionen aber 
etwas starker gehemmt. Im Serum ist die Sulfidbildung beider Ionen 
so stark gehemmt, daB sie in der Kalte tiberhaupt nicht auftritt. Beim 


Tabelle XIV. 





NaAc.-Essigsaure . 2,0 2,0 20 20) 2,0 20 2,0 | 20 2,0 


n/10 n/100 n/1000 

Hg(NOs)g ... . | 1,0 |0,75| 0,5 (0,25; 1,0 0,75 | 0,5 | 0,25 1,0 

Na,S,05, ges... . 10505 05 05 05 05 105 0 0,5 
Schwarz Dunkels Gelbl.» Spur — 


braun grau 





NaAc.-Essigsiure . | 2,0 20) 20 20 20 | 20 | 20 | 20 2,0 
n/10 n/100 n/106 0) 
Ph(NO,), .... 1,0 |0,75| 0,5 |0,25; 1,0 0,75 | 0,5 | 0,25 1,0 
NayS,05, ges... . 0505 | 05 (05 05 05 05°05 05 
Gelbgrau, | Schwa- Spur — — — ine = 
getrubt | cher 


Tabelle XV. 








SRS ce 66. ax 2,0 2,0 20 | 20 | 20 | 20 | 20); 20 2,0 
n/10 n/100 n/1000 
Hg (NOs), ..../{ 1,0 | 0,76 | 05 | 0,25] 1,0 |0,75|0,5|0,25; 1,0 
Na,S,03, ges. .. || 0,5 | 0,5 05 | 0,5 | 0,5 (0,5 | 05/05 0,5 
In der Kalte . . . _ — = —jij-—-iji-i- —_ 
Nach Aufkochen . | Schwar gl Braun | Spur - a 
eS Sy ee 20 | 20 | 20 | 2,0 | 2,0 | 2,0; 2,0 2,0 
n/10 n/100 n/1000 
gt) Sa 10 | 0,75 | 0,5 | 0,25; 1,0 | 0,75; 0,5/0,25' 1,0 
Na,8,03, ges. . . || 0,5 | 0,5 0,5 | 0,5 | 0,5 (0,5 | 0,5/0,5 0,5 


In der Kalte . . . a — — _ sit uci) ek Te ws: 


Nach Aufkochen . Spur | Spur —_ j— — ae) ere Ge 
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Tabelle XVI. 








Kierklar, verd. . . 2,0 | 2,0 | 2,0 2,0 20 20; 20 20 2.0 
n/10 n/100 n/1000 
Hg(NO;). ... . | 1,0 | 0,75; 05 | 0,25 | 1,0 | 0,75) 0.5 | 0,25; 1,0 
Na,S,0,.....{| 05;05 | 05 | 05 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 0.5 
Niederschlag anfangs (Jelb- _— = 
gelb, dann griinlich- binds 
braun 
Eierklar, verd. . . | 2,0 | 2,0 | 2,0 2,0 20 | 20 20 20 2.0 
n/10 n/100 n/1000 
Pob(NOs)g .... | 1,0 | 0,75| 0,5 | 0,25 | 1,0 | 0,75| 0,5 | 0,25! 1,0 
Na, 8,03, ges.. . . | 05/05 | 05 | 0,5 05°05 O05 0,5 0,5 
Gelbl.-grau, Spur; — — —_\j— . 
getribt 


Aufkochen tiberwiegt die Quecksilbersulfidbildung etwas. Der stark 
hemmende EinfluB des Serums auf die Bleisulfidbildung ist also in dieser 
Versuchsreihe gerade noch nachweisbar. Aber die Ursache hierfiir liegt 
zweifellos in der viel gréBeren Menge des Metallsalzes, die nétig ist, 
um die Reaktion mit Na,8,O, itiberhaupt nachweisen zu kénnen. (Wir 
muBten diese Versuchsreihe mit der 1l0fach stirkeren Metallsalz- 
konzentration durchfiihren.) Diese Reaktion ist also viel weniger 
empfindlich als die Ammonsulfidreaktion, und die Uberfiihrung eines 
Teiles der Bleiionen in eine weniger reaktionsfahige Form mu8 nicht 
zum Ausdruck kommen. 

Wir miissen annehmen, daB ‘der hemmende EinfluB des Serums 
auf die Ammonsulfidreaktion der Bleiionen die gleiche Ursache hat 
wie die Reaktion mit der Sulfhydrylgruppe der EiweiSkérper, und fir 
diese haben wir nachgewiesen, daB sie nicht in den Eiweibkérpern 
selbst begriindet ist. Nichtsdestoweniger haben wir auch die Ammon- 
sulfidreaktion in 5°,,igen Lésungen von Serum- und Ovalbumin unter- 


sucht (Tabelle XVII und XVIII). 


Im Serumalbumin ist die Sulfidreaktion fiir Blei- und Quecksilber- 
ionen gleich stark. Die Bleisulfidbildung ist also im Vergleich zur 
Pufferlésung (Tabelle VIII) wiederum starker gehemmt. Im Eier- 
albumin ist die Quecksilbersulfidbildung ebenso stark gehemmt wie 
im Serumalbumin, die Bleisulfidbildung aber deutlich schwacher. Da 
wir nun im Eierklar keine Hemmung hatten feststellen kénnen, wollen 
wir von der Hemmung in der Eieralbuminlésung absehen, fiir die es 
schwer fallen diirfte, eine befriedigende Erklarung zu finden, wollte 
man sie nicht auf irgendwelche Verunreinigung zuriickfiihren. Dann 
miissen wir auch die Quecksilbersulfidbildung im Serumalbumin als 
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Tabelle XVII. 











Serumalbumin 2,0 | 2,0 | 20 2,0 20 | 20 | 20 | 20 2.0 
n/100 n/1000 n/10000 
Hg(N Os) 1,0 | 0,75 | 0,5 | 0,25 | 1,0 | 0,75 | 05 | 0,25; 1,0 
(NH,)o8, 1 Tropfen 
Dunkelbraun Braun one aa mm | eee —_ 
Serumalbumin . . | 2,0 2,0 | 20| 20 | 20) 20/20/20, 20 
n/100 n/1000 n/10000 


Pb(N Oz) 1,0 | 0,75 | 0,5 | 0,25 1,0 | 0,75 | 0,5 | 0,25 1,0 
(NH,).8, 1 Tropfen 


Dunkelbraun Braun Briun- 
lich 


Tabelle XVIII. 





Eieralbumin 


.120]20) 20 | 20 20! 20!20 20) 20 
I n/100 n/1000 n/10000 
Hg (NOs)s 10 | 0,75! 05 | 0.25) 01 10.75/05 /025 0, 


(NH,)98, 1 Tropfen | 


Schwarz | Dunkel*/Braun — —_— — a ae 
braun 





Kieralbumin ... | 2,0 2,0 20 | 2,0 | 20 | 2,0 | 2,0 | 2,0 2,0 
n/100 n/1000 n/10000 
Pb(NOs), .... || 1,0 | 0,75| 0,5 | 0,25) 1,0 | 0,75| 0,5 | 0,25 1,0 
(N Hy)98, 1 Tropfen 
Dunkelbraun Braun ~~ Spur) — oie a 

nicht gehemmt betrachten und fiir die Bleisulfidbildung eine geringe 
Hemmung annehmen. Nach unseren Versuchen iiber die Sulfidbildung 
mit der SH-Gruppe wissen wir, daB nicht die EiweiBkérper selbst fiir 
die hemmende Wirkung des Serums verantwortlich sind, wir miissen 
also annehmen, da8 ein Teil jenes Stoffes, der im Serum diesen Einflub 
hat, sich unter den Verunreinigungen des Serumalbumins befand. 

Die nunmehr naheliegende Vermutung, daB auch enteiweibtes 
Serum diesen hemmenden EinfluB auf die Ammonsulfidreaktion der 
Bleiionen ausiiben miisse, erwies sich nicht als richtig. Mit Ammon- 
sulfat enteiweiBtes Serum verhalt sich genau wie die Pufferlésung 
(Tabelle XIX), und auch mit Trichloressigsiure enteiweiBtes Serum 
gibt im ganzen das gleiche Resultat, nur fiihrt die Saure zu einer Fallung 
des Schwefels, was auch noch in den schwachsten Quecksilberkonzen- 
trationen eine weiBlichgraue Triibung bedingt. 
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Tabelle XIX. 
Serum (enteiweibt) | 2,0 20 | 20 | 80 | 20 | 20: 261 20 2.0 
n/100 n/1000 n 10000 
Hg(NOs)g ... .- || 1,0 | 0,75 | 0,5 | 0,25) 1,0 | 0,75! 0,5 | 0,25 1,0 





(N H,4).5, 1 Tropfen 


Braun Braun- Braunlich- = 


Schwarz 
gelb gelb 





Serum (enteiweibt) | 2,0 | 20 | 20 20 20/20 20/20 20 


n/100 n/1000 n/10000 
Pb(NOs), ..../| 1,0 | 0,75 | 0,5 | 0,25; 1,0 | 0,75 | 0,5 | 0,25 1,0 
(N H,)98, 1 Tropfen 
Schwarz Braun Gelbbraun | Spur 


Da also weder enteiweiBtes Serum fiir den hemmenden Einflub 
des Serums auf die Bleisulfidbildung verantwortlich ist, noch das Serum- 
eiweiB selbst, muB es sich um eine Substanz handeln, die entweder 
durch die Eiweibfallungsmittel auch gefallt wird, oder durch die ausfallen- 
den Kolloide mitgerissen wird. Sicherlich werden z. B. Salze mitgerissen, 
und es wire méglich, daB ein Teil der Bleiionen im Serum deswegen 
weniger reaktionsfahig ware, weil er in Form unldéslicher Salze durch 
Kolloide in Lésung gehalten wiirde. Aber der Zusatz einiger Tropfen 
verdiinnter Lésungen von Na,CO, und Na,H PO, zum Eierklar andert 
nichts an der Ammonsulfidreaktion der Bleiionen. Neuere Erfahrungen 
sprechen dafiir, daB ein groBer Teil des Zuckers im Blute komplex ge- 
bunden ist, und es wire méglich, daB diese Komplexmolekiile fiir den 
hemmenden Einflu8 auf die Bleisulfidbildung in Betracht kamen, 
um so mehr, als die Bleiionen eine starke Affinitaét zur OH-Gruppe 
haben, wie wir noch sehen werden. Aber Zusatz von Glucose zum ver- 
diinnten Eierklar erweist sich als wirkungslos, sogar wenn die Konzen- 
tration 2° erreicht. Wir méchten diesen beiden Versuchen allerdings 
keine grobe Bedeutung beimessen, da wir sie nicht fiir beweisend halten. 


Nun konnte auch noch an die Lipoide gedacht werden, zu denen 
das Blei eine ausgesprochene Affinitat haben soll, die erstens aus der 
Ablagerung des Bleies im Knochenmark und im Gebirn hervorzugehen 
scheint und aus seiner Adsorption an die Erythrocytenoberflache (Behrens 
und Pachur), zweitens aus der Fallung der Lecithin- und Cholesterin- 
suspensionen. Bleisalze erzeugen keine Fallung, Bleinitrat hingegen er- 
zeugt eine einzige breite Fallungszone, wahrend die iibrigen Schwermetalle 
in zwei Zonen fallen, die durch einen breiten Bereich fehlender Veranderung 
getrennt sind (Porges und Neubauer). So viel steht also jedenfalls fest, 
da8 sich Blei- und Quecksilberionen den Lipoiden gegeniiber sehr ver- 
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schieden verhalten. — Aber mit Ather ausgeschiitteltes Serum behiilt 
seine Bleiinaktivierungsfahigkeit unvermindert bei. Wenn nun das 
mit dem halben Volumen Ather 1 Stunde auf der Schiittelmaschine 
geschiittelte Serum nach Il6stiindigem Stehen im Schiitteltrichter 
und sorgfaltigem AbflieBenlassen auch noch deutlich nach Ather roch, 
so hatte sich doch zwischen ihm und dem iiberstehenden klaren Ather 
eine triibe Schicht gebildet, die offenbar aus den im Ather gelésten 
Substanzen bestand. Die Hemmung der Bleisulfidbildung hatte also 
geringer sein miissen, wenn sie durch atherlésliche Substanzen bedingt 
ware. 

Die Bleiinaktivierungsfahigkeit muB also durch irgend einen 
Begleitstoff im Serum bedingt sein, den wir nicht naher bestimmen 
kénnen, und von dem wir nur sagen kénnen, da er sehr wahrscheinlich 
nicht atherléslich ist. 


VII. Reaktionsfaihigkeit der Komplexsalze. 


Es ist nunmehr wichtig fiir uns zu erfahren, wie es mit der Reaktions- 
fahigkeit der komplexen Blei- und Quecksilberionen steht. Von vorn- 
herein ist durchaus nicht selbstverstandlich, ja nicht einmal wahrschein- 
lich, daB das HgJ,-Ion mit 8 ebensogut reagiert wie das Hg-Ion. Aber 
die komplexen Jodkaliumsalze geben die Ammonsulfidreaktion fast 
ebenso leicht wie die Nitrate (vgl. Tabelle XX mit Tabelle VI). Der 
Einflu8 des Jodkaliumzusatzes ist so gering, daB er sich im Serum gar 
nicht nachweisen lat (vgl. Tabelle XXI mit Tabelle XI), und der 
hemmende Einflu8 auf die Bleisulfidbildung ist auch hier deutlich. 
Die Sulfidbildung mit Na,8,O, aber ist deutlich geringer als die der 
Nitrate (vgl. Tabelle XXII mit Tabelle V und Tabelle XXIII mit 
Tabelle'X V), und zwar ist die Quecksilbersulfidbildung starker gehemmt 
als die Bleisulfidbildung. 

Tabelle XX. 





Hg(NOs3)9,0,5cem | n/50  n/100  n/200) 0/400 n/800 0/1600 n/3200 0/6400 n/12800 
KJ, 1,0cem . . n/100 n/100 n/100 n/100 n/100 n/100 (n/100 n/100 | n/100 
Roter N Klar 

(NH,)o8, 1 Tropf. 


Schwarz Braun-| Braun | Briun- Spur _— — _— 
schw. lich 





Pb(NOg)o, 0,5cem | n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 n/3200 n/6400 n/12800 

KJ, 1,0cem . . | n/100 n/100 n/100/ n/100/n/100 n/100 |n/100 n/100 = n/100 
Gelbe Kristalle 

(NH,).S, 1 Tropf. 


schwar Brauns Braun Brauns| Gelbe Spur — 
aeaaaunenes schw. gelb | lich | 
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Tabelle XXI. 
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Serum . 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20) 20 2,0 
n/100 n/1000 n/10000 
Hg (NOs) 1,0 | 0,75) 0.5 | 0,25) 1,0 | 0,75) 0.5 | 0,25 1.0 
KJ, n/10. 05 (05 | 0,5 | 0,5 05°05 05 05 0,5 
(NH,)28, 1 Tropfen 
Schwarz Per = Spur ~~ 
Serum . 2,0 | 20 | 20; 20 | 20 | 20 | 2,0 | 20 2,0 
n/100 n/1000 n/10000 
Pb(NOg3)o 1,0 | 0,75| 0,5 | 0,25 | 1,0 | 0,75! 0,5 | 0,25 1,0 
KJ, n/10. 05 | 0,5 | 0,5 | 0,5 05/05 05 | 05 0,5 
(NH,)oS, 1 Tropfen 
¥ Spur Spur; — —|— _ 
Tabelle XXII. 
Hg(NOsz)o, 0,5 ccm n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 
KJ, 1,0 ccm n/100 n/100 n/100 n/100 n/100 
Roter N Klar 
NagS,03, 1,0cem . n/10 n/10 n/10 n/10 _n/10 
Ge blich — — _ 
Pb(NOs)q, 0,5 com n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 
KJ, 1,0 ccm n/100 n/100 2/100 n/100 n/100 
Gelbe Kristalle 
NagS, 03, 1,0ccm . n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Spur _ _ _ 
Tabelle XXIII. 
Serum . 2,0 | 2.0 20 | 20) 20); 20; 20) 20 2.0 
n/10 n/100 n 1000 
Hg(N Og) 1,0 | 0,75| 0,5 | 0,25; 1,0 | 0,75| 0,5 | 0,26, 1,0 
KJ, n/100 1,0 1,0 1,0 | 1,0 1,0 | 1,0 1,0 | 1,0 1,0 
NagS,. 03, ges.. 0.5 | 05 | 05 | 0,5 | 05/05 | 0,5 | 0,5 0,5 


In der Kalte . 
Nach Aufkochen. 


Spur 


Spur Spur| — -- 
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Tabelle XXIII (Fortsetzung). 





ftom ...%. >. 1 Se: ae 1 ee 2,0; 20; 20); 20) 20 2,0 
n/10 n/100 n/1000 
PING 2 ks 1,0 0,75; 0,56 | 0,25) 1,0 | 0,75| 0,5 | 0,25 1,0 


KJ,n/i00.... 10/10 10/10! 10/10/ 10/10) 10 
Na, S,0;, ges. . . | 05 | 05 | 05 05 | 05°05 / 05/05 ) 05 
in dor Malte sf — |) — | ep aK— pet Kp Kt eK] Ke 


Nach Aufkochen. . | Spur) — — — _ _— one ae on 


Jodkaliumkomplexsalzbildung hemmt die Reaktionsfihigkeit der 
Quecksilbersalze gegeniiber Schwefelverbindungen etwas stirker als 
die Bleisalze. Der EinfluB ist jedoch so gering, daB er nur in der 
Sulfidbildung mit Na,S,O, zum Ausdruck kommt, nicht aber in der 
Ammonsulfidreaktion. Der Unterschied in der Reaktionsfahigkeit der 
beiden Metalle bleibt also auch nach Jodkaliumkomplexsalzbildung fast 
unverindert bestehen. 


VIII. Affinitat zur NH,-Gruppe. 


Nachdem wir aus der stirkeren Sulfidbildung der Quecksilber- 
ionen mit dem Cystein auf. eine starkere Affinitat derselben zur S H- 
Gruppe geschlossen haben und wegen der stairkeren Sulfidbildung der 
Bleiionen mit den Eiwei8kérpern eine stirkere Affinitat der Queck- 
silberionen zu den im Kiweif viel zahlreicheren NH,-Gruppen vermu- 
teten, soll diese Affinitat naher studiert werden, wozu sich das Glykokoll 
wohl am besten eignet. Ubrigens kénnen aus solechen Versuchen mit 
,einfachsten EiweiBkérpern*’ Analogieschliisse auf das Verhalten zum 
EiweiB gezogen werden. 

Sowohl Blei- als Quecksilberionen bilden mit Glykokoll Salze (Scheibler). 
Das Quecksilbersalz z. B. gibt mit NaOH nur ganz geringe Ionenreaktion, 
ist also jedenfalls fast gar nicht ionisiert. Durch Jodkali wird die Salz- 
lésung unter Bildung von HgJ, zersetzt, was nach Ley und Kissel auf eine 
Hg-N-Bindung hinweist. Diese Bindung ist nicht sehr bestandig und dahe1 
durch KJ leicht ablésbar (wir sehen auch hier wieder die starke Affinitit 
der Quecksilberionen zum Jod). Die Formel des Quecksilberglykokolls 
wire also folgende: 


II y 
Hg NH,——_CH, 


“ o———CO 


Vielleicht handelt es sich aber auch um ein sogenanntes _,,inneres 
Metallkomplexsalz“ (Pfeiffer), d. h. um eine salzartige Verbindung, bei der 
das Metallatom nebenvalenzartig an irgend ein anderes Atom desselben 
Molekiils gebunden ist. Eine Tendenz zur Bildung soleher innerer Komplex- 
salze besteht besonders bei den a-Aminoséuren (Pfeiffer). Und die Schwer- 
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metalle sind besonders befahigt, solche Nebenvalenzen gegen Stick- und 
Sauerstoff auszubilden (Weinland). Die Formel ware dann: 


NH,——CH, 
Hg 
No co 


Die geringe Dissoziation dieser Salze ware dann gleichsam selbst- 
verstandlich: denn ,,das wesentliche Kennzeichen eines inneren Komplex- 
salzes ist seine abnorm kleine elektrolytische Leitfahigkeit, die dadurch 
bedingt wird, daB das Metallatom durch seine nebenvalenzartige Bindung 
an ein anderes Atom desselben Molekiils nicht mehr ohne weiteres in wiisse- 
riger Lésung in den freien Ionenzustand iibergehen kann“. 

Es 148t sich ganz woh] denken, daB die mobilisierende Wirkung 
des Jodkaliums in einer Lésung der in dieser Form an das Eiwei’ ge- 
bundenen Quecksilberionen bestehen kénnte. Uber das Verhalten der 
Bleisalze zum Glykokoll konnten wir keine Angaben finden. 

Um einen Vergleich zu haben zwischen der Affinitaét der Blei- und 
der Quecksilbersalze zum Glykokoll, haben wir zu_ verschiedenen 
Hydroxydmengen je 1,0ccm etwa 7 °,,iger Glykokoll-Lésung zugegeben, 
und da kein deutlicher Erfolg da war, erwairmt (Tabelle XXIV). Horsford 
hat Bleiglykokoll hergestellt durch Auflésen von Bleioxyd in kochender 
wasseriger Glykokol]l-Lésung und Zufiigen von absolutem Alkohol bis 
zur Triibung. Dessaignes hat gefunden, daB sich Quecksilberoxyd in 
schwach erwarmter Glykokoll-Lésung rasch auflést. Beim Erkalten erhielt 
er kleine zusammengewachsene Kristalle. Es ist also zu erwarte:, 
daB sich Hg(OH), leichter in Glykokoll lést als Pb(QH),, was durch 
unseren Versuch bestitigt wird. (Zur Kontrolle haben wir an Stelle 
des Glykokolls je 1,0cem H,O zugesetzt, wobei sich keine Spur von 
Auflésung zeigte, da die Hydroxyde in Wasser sehr schwer léslich sind.) 


Tabelle XXIV. 





Hg(NQs)g, 0,5ccem ...... n/10 n/20 n/40 n/80 n/100 


ee ee n/10 n/10 n/10 n 10 n/10 
Gelber Niederschlag Gelb Klar 
farbung 


Glykokoll, 1,0 cem u. Erwarmen . 





Spur Klar 
Pb(NOs)g, O,5c0em ...... n/10 n/20 n/40 n/80 n/100 
eee ee ee n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Wei. Niederschl. Milchige = Spur Klar 
Truibung 
Glykokoll, 1,0 cem u. Erwarmen . 
Weib. Niederschl. Triibung Klar 


Auch die Jodide haben wir mit Glykokoll versetzt und erwarmt 
(Tabelle XXV). Dabei zeigt sich aber, daB sich der HgJ,-Niederschlag 
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Tabelle XXV. 
Hg(NOs)o, 0,5ceem.... . n/10 =n/20 n/40| n/80 | 0/100 n/200 n/400 
8 eee ee n/10) =n/10 n/10/} n/10 | n/10) n/10~— n/10 
Roter Niederschlag Klar 


(auch nach Erwarmen) 
Glykokoll, 1,0 cem u. Erwarm. 





Rot. Niederschl. Klar 
Pb(NOg)o, O5cem.....) o/10 n/20 n/40 n/80 0/100) n/200 n/400 
PR ee, re n/10 = n/10, n/10, n/10) =n/10 | n/10) n/10 


Gelber Niederschlag 
(nach Erwarmen klar, 
(auch nach Erwarmen) dann Ausfallen golds 
gelber Kristalle) 
Glykokoll, 1,0 cem u. Erwarm. 


y pereay Klar bleibend 
nur auflést, wo er einer n/40 Nitratkonzentration entspricht, was auch 
der Fall ist, wenn wir das Glykokoll durch Wasser ersetzen. Das Blei- 
jodid hingegen lést sich weitgehend auf. In Wasser lést es sich beim 
Erwarmen zwar auch gut auf, doch fallen dort beim Erkalten die Blei- 
jodidkristalle bis zu einer n/200 Konzentration aus, aus der Glykokoll- 
Lésung aber nur bis n/10. 

Es ware nun mdéglich gewesen, daB sich das Quecksilberglykokoll 
nur deswegen nicht bilden kann, weil die Hg-N-Bindung durch den 
JodkaliumiiberschuB immer wieder zerstért wird. Wir haben deshalb 
einen Bodensatz von Quecksilber- und von Bleijodid mit 10 cem etwa 
10 °,iger Glykokoll-Lésung aufgekocht und dann filtriert. Aus der Blei- 
glykokoll-Lésung fallt beim Erkalten ziemlich viel Bleijodid aus. Aus 
der Quecksilberlésung fallt kein Jodid aus, was nicht verwundern 
kann; denn im Vergleich zum Blei ist so gut wie gar kein Jodid in Lésung 
gegangen. Nun wird wieder filtriert und nach 3 Stunden ist wiederum 
ganz wenig PbJ, ausgefallen. Nach Zusatz eines n/10 Silbernitratiiber- 
schusses wird mit n/10 KJ, nach Zusatz von einigen Kubikzentimetern 
Starkelésung und von '/, ccm rauchender Salpetersiure bis zur Blau- 
farbung zuriicktitriert. Die Titration ergibt einen Gehalt von 1,31°, 
PbJ,. Eine andere Probe, die nach dem Erkalten 18 Stunden ge- 
standen hatte und bei der etwas mehr PbJ, ausgefallen war, enthalt 


Tabelle XX VI. 





mit 10 ccm Glykokoll aufgekocht 
Lésung enthalt: 





nach 3 Std. nach 18 Std. 


se A ere oe 1,31% 1,27% 
Mee ss ose es eS Spur Spur 
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1,27°,, PbJ,. Beim Zusatz von AgNO, zur Quecksilberglykoll-Lésung 
tritt kaum eine Triibung auf, wahrend sich beim Blei ein dichter 
gelber Silberjodidniederschlag gebildet hatte. Das HgJ, ist also 
nur in Spuren in Lésung gegangen. 

Die Affinitat der Quecksilberionen zur NH,-Gruppe ist zwar 
stirker als die der Bleiionen, aber die Affinitat der Quecksilberionen 
zum Jod tiberwiegt so stark, daB sich das Quecksilberjodid in Glykokoll 
schlechter lést als das Bleijodid, und dab Jodkalium die Bindung 
der Quecksilberionen an die NH,-Gruppe zerstért. 


IX. Affinitit zur 0 H-Gruppe. 


Um iiber die Art der Bindung der Blei- und der Quecksilberionen 
an die organische Substanz weiteren Aufschlu8 zu erhalten, unter- 
suchten wir ihr Verhalten gegeniiber der wichtigen und besonders in 
den Kohlehydraten stark vertretenen OH-Gruppe. Dazu wahlten wir 
das gluconsaure Na, das fiinf OH-Gruppen aufweist. 

Die Glukonsaure bildet sowohl mit Blei als mit Quecksilber Salze 
(Neuberg und Rewald). Die Hydroxyde aber reagieren nicht mit der 
COOH-Gruppe. Wenn sie sich also in gluconsaurem Na lésen, so mub 
dies auf der Affinitat zur OH-Gruppe beruhen, genau wie die Lésung 
des Cu(OH), im Seignettesalz. 

Aus Tabelle XX VII geht nun hervor, daB sich Hg(OH), in glucon- 
saurem Na so gut wie gar nicht lést, Pb(QH), hingegen recht gut. 


Tabelle XX VII. 








mer G),, OSem .... 2s. n/10 n/20 n/40 n/80 n/160 
ee ee n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Gelber Niederschlag Read Klar 
Gluconsaures Na m/2, 1,0 ccm 
Gelber Niederschlag fiteng Kiar 
Pb(NOs)s, 0,500m ...... n/10 n/20 n/40 n/80 n/160 
RR ae aa ee n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
ee Milchig ; ; 
WeiB. Niederschl. | Tyijhung  SPur Klar 
Gluconsaures Na m/2, 1,0 cem 
Schwache F 
milchige Klar 
Triibung 


Nun haben wir genau wie beim Glykokoll einen Jodidbodensatz 
mit 10,0cem m/2 gluconsaurem Na geschiittelt oder erwarmt. Dann 
wurde filtriert und im Filtrat das Jodid mit einem Uberschu8B von 
AgNO, gefallt und das iiberschiissige AgNO, mit KJ zuriicktitriert 
(Tabelle XXVIII). Nach Abegg list sich das PbJ, in Wasser von 25° 

Biochemische Zeitschrift Band 210. 25 





374 H. Ludwig: 


Tabelle XXVIII. 





Mit 10 ccm gluconsaurem Na 


geschittelt erwarmt 


h 0/ | Sofort . . . 2.21% 
| Rd a Soe aa 1,01 % | Nach 48 Std. 1°24 6. 
NGM S57 bars oe 0,084 % 0,034 % 


zu 1,58 Millimol/Liter (d. h. 0,07 °,,), das HgJ, nur zu 0,13 Millimol /Liter 
(d. h. 0,006%,). In gluconsaurem Na lést sich das Bleijodid nach mehr- 
maligem kraftigem Schiitteln zu 1,01°,. Nach dem Aufkochen ergibt 
die sofortige Titration der klaren Lésung einen Gehalt von 2,21 °, 
PbJ,. Nach 48stiindigem Stehen hat sich an den Wanden des Reagenz- 
glases ein dichter gelber Niederschlag gebildet, und die Titration der 
Lésung ergibt 1,24 °% PbJ,. Die Léslichkeit ist also bedeutend gréBer 
als in Wasser, die des Quecksilberjodids ist viel geringer, aber doch 
auch deutlich gréBer als in Wasser. | 

Die Affinitaét der Bleiionen zur Hydroxydgruppe ist viel gréBer | 
als die der Quecksilberionen. 

Ubrigens sind Verbindungen des Bleies mit Glycerin schon lange 
bekannt und dienen zu einer Gehaltsbestimmungsmethode wasseriger | 
Glycerinlésungen (Pincussohn). Verbindungen mit Quecksilber scheinen 
jedoch nicht bekannt zu sein. Tabelle X XIX zeigt uns denn auch, 
daB sich Pb(OH), in Glycerin viel besser lést als Hg(OQH),. Da beide | 
Hydroxyde in Wasser sehr schwer léslich sind, handelt es sich sicher | 
um eine Bindung an die OH-Gruppe. ‘ 


Tabelle XXIX. 





Hg(NOsz)9, 0,5cem ... n/10 n/20 n/40 n/80 n/169 
‘ 
NaOH, 05cem..... n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Gelber Niederschlag gees Klar 


Glycerin, 1,0cem . 











Gelber Niederschlag . Klar | 
Pb(NOs)a, 05cem ... || n/10 n/20 n/40 n/80 | n/160 
NaQH, O5com..... n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 : 
WeiB. Niederschlag fiiehif® = Spur Klar 
Glycerin, 1,0 ecm 
Tene Spur Klar I 
] 


Tabelle XXX zeigt uns nun, daB sich die Jodide erst beim Er- 
wiirmen in Glycerin lésen. Bleijodid lést sich ziemlich gut, beim Queck- ( 
silberjodid fallt beim Erkalten merkwiirdigerweise gerade in der schwach- 
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Tabeile XXX. 





Hg(NOg)o, O.5cem .. . n/10 n/20 n/40 n/80 n/160 
ae, ee a ee n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Roter Niederschlag Klar 


Glycerin, 1,0 cem 





mi Ger Ge ok ee Roter Niederschlag Klar 
Nach Aufkochen ... . Klar 

Nach Erkalten ..... Klar Spur im... Klar 
Pb(NOz)o, O,5cem .. . n/10 n/20 n/40 n/80 n/160 
iy DRO Ss sia. i n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 


Gelber Niederschlag 


Glycerin, 1,0 cem 


Oe ge So a ae Gelber Niederschlag 
Nach Aufkochen ... . Klar 
Nach Erkalten ..... Ausfallen gelber Kristalle Klar 


sten Jodidkonzentration (n/40) wieder rotes HgJ, aus. In der n/20 
Konzentration fallt nur eine Spur aus, und die n/10 Konzentration 
bleibt klar. Die starke Komplexaffinitat des Quecksilbers 148t uns 
daran denken, daB sich bei gentigender HgJ,-Konzentration eine Kom- 
plexverbindung mit dem Glycerin gebildet haben kann. In den schwa- 
cheren Konzentrationen aber ware lediglich das Jodid in der Warme 
in Lésung gegangen und miiBte daher beim Erkalten wieder ausfallen. 

Die Léslichkeit der Jodide in Glucose (Tabelle XX XI) zeigt fiir 
die Quecksilberionen ganz ahnliche Verhiltnisse, so da auch hier an 
eine Komplexverbindung gedacht werden muB. Das Bleijodid aber 


Tabelle XXX1. 





Hg(NO3)o, 0.5ceem .. . n/10 n/20 n/40 n/80 n/160 
me, Gee... see n/10 n/10 0/10 n/10 n/10 
Roter Niederschlag Klar 


Glucose etwa 5%, 1,0 cem 





Nach Aufkochen ... . Klar Rétlich _ Roter Klar Klar 
Niederschl. 

Pb(NO3)9, 09,5cem .. . n/10 n/20 n/40 n/80 n/ 160 

ey ROM 6S ok is n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 


Gelbe Kristalle 
Glucose etwa 5°, 1,0 cem 


Nach Aufkochen ... . Anfangs klar, b. Erkalten Ausfallen goldgelb. Kristalle 


95* 


oa 
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geht gar nicht in Lésung, denn aus der nach dem Aufkochen klaren 
Lésung fallen in allen Konzentrationen wieder gelbe PbJ,-Kristalle 
aus. Hier spielt offenbar auch noch die Aldehydgruppe mit, und die 
Verhaltnisse sind daher nicht so tibersichtlich. 


X. Verhalten im Serum. 

Es scheint, daB die Quecksilbersalze ganz unabhangig von der Art 
ihrer Einfiihrung in den Kérper vom Organismus immer in die gleiche 
Form tibergefithrt werden, die von den meisten Autoren als Chlorquecksilber- 
albuminat bezeichnet wird (Lomholt). 

Auch das Blei findet sich im Blutserum zum gréBten Teil in Form einer 
nicht dialysablen Verbindung (Behrens und Pachur). Nur ein ganz geringer 
Teil ist ionisiert, und dieser allein besitzt die Fahigkeit, mit der Substanz 
der Erythrocyten eine chemische Bindung einzugehen. Vom iibrigen, nicht 
dialysablen Blei ist ein groBer Teil an die Oberfliche der Erythrocyten 
adsorbiert, und nur ein kleiner Teil befindet sich im Serum selbst. Die Ver- 
teilung zwischen Blut und Gewebe ist dabei stets gleichartig, indem 1 cem 
Blut jeweils 4% der injizierten Bleimengen enthalt (Behrens und Anton). 
Brooks stelite fest, daB im Serum Phosphate gebunden werden, wenn er 
kolloidales Blei oder Bleiacetat zufiigte. Das sich bildende Bleiphosphat 
bleibt in Suspension, es liegt also ein fein verteiltes Sol von Bleiphosphat vor. 
Er berechnete, daB es sich um das sekundire Phosphat handeln mub. 
Bischoff und Maxwell fanden, daB dabei der Calciumionengehalt des Serums 
abnimmt. Es handelt sich nach ihnen um die Bildung eines komplexen 
Bleicaleiumphosphats. Die neueren Befunde von ziemlich bedeutendem 
Bleigehalt der Knochen bei chronischer Bleivergiftung (Behrens) scheinen 
diese Ansicht zu bestitigen. Bell fithrt die starke Wirkung der Bleisalze 
auf die wachsende Zelle auf deren Phosphatreichtum zuriick. Daher die 
Allgemeinwirkungen der Bleivergiftung bei jungen Tieren und bei Kindern 
an Stelle der Lokalsymptome bei den Erwachsenen. Diese Blei-Calcium- 
Phosphorverbindung ist offenbar an Eiweif gebunden, und man spricht 
daher auch von einem Albuminat. Andere Autoren, wie z. B. Aub, Fairhall, 
Behrens, Minot und Reznikoff halten den Beweis einer Blei-Eiwei8bindung 
fiir nicht erbracht, wahrend eine Bindung des Bleies an die Lipoide fest- 
stehen soll. 


Auch unsere Versuche sprechen dafiir, daB die Bleiionen im Serum 
eine ganz andere Bindung eingehen als die Quecksilberionen. Dabei 
besteht ein ganz wesentlicher Unterschied darin, daB die Quecksilber- 
ionen im Serum ebenso leicht Sulfid bilden wie in wisseriger Lésung. 
die Bleiionen aber in ihrer Reaktionsfahigkeit sehr stark gehemmt sind. 

Die Léslichkeit der Blei- und Quecksilbersalze im Serum ist ein 
aiuBerst komplexer Vorgang, bei dem erstens die chemischen Affinitaten 
der Blei- und Quecksilberionen zu den verschiedenen Bestandteilen 
des Serums mitspielen und zweitens physikalisch-chemische Vorginge, 
wie das In-Lésung-bringen durch die Kolloide und die Léslichkeit 
im Wasser. 


Wir haben die Hydroxyde mit 5ccm Serum geschiittelt (Ta- 
belle XXXII). Es zeigt sich, daB beide Hydroxyde nur sehr wenig 
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Tabelle XXXII. 








Hg(NOs3), 0,5cem ... n/10 n/20 n/40 n/80 n/160 
NaOH, 0,5ccm..... n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Gelber Niederschlag eee, | Kier 
Serum, 5,0 cem 
Gelbfarbung Klares Serum 
Pb(NOs3)9, 0,5cem .. . n/10 n/20 n/40 n/80 n/160 
NaOH, 0,5ccem..... n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Toth NT: Milchig : 4 
Wei8. Niederschlag — Tyijpung Spur Klar 
Serum, 5,0 cem 
WeiS. Niederschlag Spur Klares Serum 


in Lésung gehen. Ein Unterschied zwischen ihnen ]48t sich nicht fest- 
stellen. (Durch 5cem destillierten Wassers wird gar keine Auflisung 
erzielt.) 

Auch die Jodide lésen sich beide im Serum, wenn auch sehr langsam 
und nur durch mehrmaliges Schiitteln (Tabelle XX XIII). Aber sie 
gehen doch bedeutend stirker in Lésung als die Hydroxyde. Das 
HgJ,, das einer n/40 und n/20 Konzentration entspricht, geht in Lésung, 
und auch bei n/10 besteht nur noch rétliche Verfarbung des Serums, 
aber kein Niederschlag. Das PbJ, geht vollkommen in Lésung, wo es 
einer n/100, n/80 und n/40 Nitratlésung entspricht, bei n/20 und n/10 
bleibt ein geringer Niederschlag bestehen. (Durch Zusatz von 5 cem 
Wasser bleibt der HgJ,-Niederschlag bis n/40 bestehen, der PbJ,-Nieder- 
schlag bis n/80, und bei n/100 ist noch eine gelbe Triibung vorhanden.) 


Tabelle XX XITI. 








Hg(NOzg)o, O,bceem .. . n/10 n/20 n/40 n/80_ n/160 
me; ORO os ee n/10 n/10 n/10 n/10 n/10 
Roter Niederschlag Klar 
Serum, 5,0 cem 
Rotlich Klares Serum 
Pb(NOs3)g, 0,5cem ... n/10 n/20 n/40 n/80 n/160 
Fe eee n/10 n/10 n/10 n/10 n 10 


Gelber Niederschlag 
Serum, 5.0cem.... 


Gering. Niederschlag Klares Serum 


Blei- und Quecksilberjodid gehen im Serum ziemlich stark in Lésung- 
Ein Unterschied zwischen beiden laBt sich nicht feststellen. 
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XI. Bindung an Eiweif’. 


Uber die Art der Bindung an das Eiwei8 ist aber nichts Genaues bekannt. 
Lomholt nimmt fiir die Quecksilbersalze eine Adsorptionsverbindung an, weil 
er das Verhaltnis Quecksilber zu Eiweif nicht konstant fand. Bei fraktio- 
nierter Fallung der Albumine und Globuline des Serums fand er mit Chri- 
stiansen reichlich Quecksilber in beiden Fraktionen, aber keins in der 
Restfliissigkeit. Aber zwischen Adsorption und chemischer Bindung be- 
stehen flieBende Uberginge. ,,Da die Adsorption letzten Endes auf Rest- 
valenzen des Adsorbens und des Adsorbats zuriickzufiihren ist, besteht 
fiir die Metallsalz-EiweiBverbindungen kein prinzipieller Gegensatz zwischen 
Adsorptionsauffassung und der Vorstellung als Molekiilverbindung* (Hey- 
mann und Oppenheimer). Gerade vom Blei wird angegeben, da’ es sich 
anfinglich im Blute und in den Organen nach den Gesetzen der Adsorption 
verteilt, und dai dann spater chemische Bindung eintritt (Anton). Seitz 
fand die Adsorptionsfahigkeit des Plasmakolloids bei Bleikranken herab- 
gesetzt, was auch zugunsten einer Adsorption des Bleies spricht. Fisner 
hat nachgewiesen, da Bleisalze, die in Wasser ausfallen, wenn sie in Serum- 
iiberschuB hergestellt werden, in ,,kolloider‘‘ Lésung bleiben. Ahnliches 
hat Bechhold in bezug auf den Liquor ferri albuminati gefunden, der nichts 
anderes ist als ein in Albumin éuBerst fein verteiltes, vielleicht molekular 
dispergiertes Eisenoxydhydrosol. Die Metalle bilden im idealen Falle Ver- 
bindungen mit Albumin vom Typus 


(NH,)n Séureion m 
[ Atbumin _ : 
~(COOH)n] Metallion m 


» Diese Metallsalzverbindungen sind siéimtlich wasserléslich und sind 
bei der Lésung in Wasser elektrolytisch und zum Teil hydrolytisch dissoziiert. 
Ich halte es jedoch nicht fiir unwahrscheinlich, daB mehrere Bindungsstufen 
von verschiedener Festigkeit existieren“* (Bechhold). 

Es entspricht dies den Untersuchungen von Pauli, der mit Schén fand, 
da8 Serumalbumin nur zu etwa 0,5°% der Molekiile ionisiert, daB aber 
der gréBte Teil sehr wahrscheinlich als Zwitterionen (*NH, R COO7) 
vorhanden sei. Dabei sollen Anionen und Kationen in aquivalenter Menge 
in das Albumin eintreten. 


XII. Eiweiffillung. 


Blei- und Quecksilberionen sind beide gute Eiweiffaillungsmittel. 
Es entstehen die sogenannten Albuminate, die meist im Uberschu® des 
EiweiBes und des Metallsalzes léslich sind (Kestner). Die Quecksilber- 
albuminate sind auch in Kochsalz léslich. Daher stammt die Annahme, 
daB das Quecksilber als Chlorquecksilberalbuminat zirkuliere, und deswegen 
werden auch subkutane Sublimatinjektionen, die sonst schmerzhafte 
Infiltrate erzeugen, nur mit Kochsalzzusatz ausgefiihrt. Cervello und Varvaro 
haben die Oxydationsfaihigkeit solcher Albuminate an Guajakharz, Pyrogallol 
und Indigwei8 gepriift und kamen zu dem SchluB, daB sie sich verhalten 
»wie die Lésungen der entsprechenden Metallsalze, was besagt, dai das 
Oxydationsvermégen eine unverénderte Funktion des Metalles bleibt“. Es 
entspricht dies dem Befund von Ley und Kissel, aus dem eine wenig bestan- 
dige Bindung an die Aminoséuren hervorgeht. Sublimat fallt sogar die 
letzten noch eiweiBartigen Spaltungsprodukte, die Peptone. Es ist dies 
nicht auffallend, da eine Komplexverbindung vorliegt; deshalb meint auch 
Kestner, es seien ,,diese Fallungen vielleicht nicht Schwermetallsalzfallungen“. 
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Nun hat schon Melsens eine interessante Beobachtung gemacht: ,,I] 
suffit de verser une dissolution d’iodure de potassium sur le précipité formé 
par l’albumine et le sublimé pour voir le liquide devenir limpide 4 | instant 
méme.‘* Wir konnten dieses Verhalten bestétigen und fanden, dali es fiir 
Blei nicht gilt. 

Tabelle XXXIV. 





ccm ecm 
ae ee ee 10.0 10,0 
He(NO.), B10... .. 05 pa 
Pb(NOs)g, n/10..... ned 0.5 
Weiber Niederschlag WeiBer Niederschlag 
ey MSR ee 1.0 1,0 
Klar Niederschlag bleibt bestehen 


Offenbar reagieren die ans Eiwei8 gebundenen Hg-Ionen doch mit 
dem KJ ahnlich, wie dies Ley und Kissel fiir das Glykokoll nachgewiesen 
haben. Es entsteht dann das fast gar nicht dissoziierte Komplexsalz, 
das das Eiweif nicht fallt. Beim Blei entsteht das Komplexsalz nicht, da 
ein geniigender JodkaliumiiberschuB nicht erreicht wird. Dreser hat die 
auflésende Wirkung der verschiedensten Substanzen auf Quecksilber- 
eiweiBniederschlage untersucht und gefunden, dab besonders KCN, 
Na, 8,0, und Glykokoll stark auflésend wirken. Es sind dies also Sub- 
stanzen, zu denen das Hg eine starkere Affinitat hat’ als zu Eiweib. 

Nun haben wir die Eiweiffillung bei verschiedener (H’) gepriift 
(Tabelle XXXV) und festgestellt, da sowchl Blei- als auch Queck- 
silberionen in saurer Lésung nicht fallend wirken. 


Tabelle XXXV. 





Sauer Amphoter Alkalisch 


0,5ccm n Essigsaure 0,5ccem n NH 


Hiithnereiweib, verd. . . . 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 


Schw. Tribung Schw. Tribung Klar 
Me(NOss, a/10. . |. » 0,5 — 0,5 - 0,5 - 
Pb(NOs)g, n/10..... — 0,5 - 0,5 - 0,5 
RN oe Gecisth nae tilings — _— + + + - 


Wenn Jodkalium zugesetzt wird (Tabelle XXXVI), andert sich 
fiir das Blei nichts. Das Quecksilber aber, also das Komplexsalz, 
fallt nur in saurer Lésung. 

Das Blei verhalt sich aber im Prinzip ganz gleich; denn wenn wir 
zu 0,5ccm n/100 Pb(NO,), 4,0cem n/l KJ, also einen 100fachen 
Uberschu8 zugeben, die noch schwach gelbliche Lésung filtrieren, 
wirkt das Filtrat in saurer Lésung auch eiweibfallend. 

Jodquecksilberkalium verhalt sich also wie die anderen komplexen 
Schwermetallsalze, wie z. B. Ferrocyankalium, die gute Eiweibfallungs- 
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Tabelle XXXVI. 





Sauer Amphoter Alkalisch 

0,5ccm n Essigsaéure 0,5ccm n NH, 

Hiihnereiweif, verd.. . . 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 

Schw. Tribung | Schw. Triibung Klar 

KJ, aff0. « pig Eee 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Hg(NOs)o, 0/10. .... 0,5 — 0,5 -- 0,5 -- 

FPoChOuhs, nO... 6 — 0,5 — 0,5 — 0,5 
SS ee ree + — _ + — + 


mittel, gute Alkaloidreagenzien sind. Uber den Mechanismus der 
EiweiBfillung gehen die Ansichten der Autoren auseinander. So wird 
selbst von autoritativer Seite die Ansicht vertreten, die Fallung durch 
Ferrocyankalium sei durch Ferriionen bedingt, da das Komplexsalz 
in saurer Lésung nicht bestandig sei. Ein einfacher Versuch beweist 
das Gegenteil. Fallt man nimlich einige Kubikzentimeter Serum 
einesteils mit FeCl, und andernteils mit Ferrocyankalium und einigen 
Tropfen Essigsiure und gibt nun zu beiden einen Tropfen Ammon- 
sulfid, so tritt im ersten Falle starke Schwarzung auf, im zweiten aber 
nicht. Dabei ist die Sulfidbildung nicht etwa durch die Saure ver- 
hindert; denn ein Zusatz von einigen Tropfen Essigsiure zum Eiwei}- 
niederschlag durch Ferrichlorid verhindert die Schwarzfarbung nicht. 

Ferner miiBte FerricyanKalium, wenn die Fallung durch Ferriionen 
bedingt wire, mindestens ebenso stark eiweiffillend wirken wie Ferro- 
cyankalium, selbst wenn wir annehmen, da nach Zerfall des Kom- 
plexions samtliche Ferroionen in Ferriionen umgewandelt werden. 
(Zu der Annahme, da8 das Ferricyankalium in saurer Lésung bestin- 
diger sei als das Ferrocyankalium, liegt keine Ursache vor.) Die folgende 
Tabelle beweist, daB Ferrocyankalium starker fallt als Ferricyankalium, 
was iibrigens zu erwarten war, da es ein vierwertiges Anion enthalt, 
Ferrocyankalium aber ein nur dreiwertiges. 


Tabelle XX XVII. 





com | ccm com ccm ccm com 
Serum ge? ceaee, tae 5,0 | 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Essigsaure, m/l. .... 1,0 | 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
K,(FeCN,), m/50.... 01 | 0,25 | 05 _- —- ae 
K;(FeCNg), m/50.. . — j—_ | — 0,1 0.25 0,5 
WO ar se ew + + ds (+) + - 


Die EiweiBfallung wird also durch die komplexe Verbindung selbst 
bedingt, und zwar, da sie nur in saurer Lésung auftritt, offenbar durch 
die entsprechende Saure, also die Ferrocyanwasserstoffsaure. 
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XIII. Einflu8 der Anionen und Kationen auf das Fillungsoptimum des Caseins. 

Michaelis und v. Szent-Gyérgyi haben seinerzeit den Einflu8 der Salze 
auf das Fallungsoptimum des Caseins studiert. Dieses liegt normalerweise 
zwischen einem py von 4,4 bis 4,7. Die Kationen verschieben nun dieses 
Optimum nach der alkalischen Seite, und zwar die Schwermetalle ganz 
besonders stark. Die Anionen aber verschieben das Optimum nach der 
sauren Seite. Ist der EinfluB des Anions und des Kations gleich stark, .so 
wird das Fallungsoptimum nicht verschoben, so z. B. beim Natriumacetat, 
das sich daher als Pufferlédsung mit Essigsiure fiir diese Versuche besonders 
eignet. (Bei unseren Versuchen wurde genau nach den Vorschriften von 
Michaelis und v. Szent-Gyérgyi verfahren, in dem 1 g Casein (nach Hammar- 
sten) in 25cem n/1 Natriumacetat gelést und das Ganze auf 250 ccm auf- 
gefillt wurde. Zu je 9cem Essigséure von verschiedener Konzentration 
werden lecm Salzlésung zugegeben und lecm dieser Natriumacetat- 
caseinlésung. Das Resultat der Fallung wird in Form einer Kurve auf- 
geschrieben.) ; 

Wir studierten den EinfluB verschiedener Schwermetalle (Ta- 
belle XX XVIII und XXXIX). Damit vom EinfluB des Anions ab- 


gesehen werden kénne, wurden hierzu nur Nitrate und Sulfate ver- 











Tabelle XXXVIII. Tabelle XXXIX. 
[HK 6 59 56 53 50 47 44 47 38 35 pu. 6 59 56 §3 $0 47 44 47 3835 
Ti2WV VW Wwe X [i UWVW Mae X 
/100 
™A000 
0 Fe (NO;)s 
Fe (NOQ3)3 
Pb {N03} 
Pb (NO03)z 





ri | \ Ng (NO3)p 


Hg (WOsje |) J} 41151 J 


PLL | Ngo [WO Is)e 


Hoe (NO5)p \_ 








CulNOs)e 
Cu (N03) fa he ah nd mm pm pe ae ay 





Fe S04 
Fe SOx 
™/4000 
Ni S04 
Fe (NOs); 





Co (N0s)p } 
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wendet, da diese Anionen annihernd gleich stark wirken, wie dies 
Michaelis und v. Szent-Gyérgyi nachgewiesen haben. Es zeigt sich. 
daB das Fe™-Ion bei weitem am stirksten wirkt; denn noch bei einer 
m/1000 Konzentration verschiebt es das Fallungsoptimum des Caseins 
auf py 5,3 bis 5,0. Aber auch das Ferroion erweist sich als nicht so 
wirkungslos, wie Starkenstein meint (dabei war die FeSO,-Lésung ganz 
frisch hergestellt worden, so daB eine Umwandlung in Ferrisalz nicht 
in Betracht kommt). Sein EinfluB ist immerhin noch gréBer als der 
des Nickels und des Cobalts. Wenn man die Schwermetalle nach 
dem Grade ihrer Wirkung ordnet, erhalt man folgende Reihenfolge: 
Fe"! Hg'> Pb = Hg" > Cu> Fe" > Ni> Co. 


Fallt das Ferrocyankalium als Anion, so mu8 es das Fillungs- 
optimum des Caseins nach der sauren Seite verschieben, wie das unsere 
Versuche zeigen (Tabelle XL). Es zeigt sich iibrigens, daf der 
Einflu8 des Ferricyankaliums auf das Fallungsoptimum fast genau der 
gleiche ist. Das Rhodan, das wir zum Vergleich herangezogen haben, 
hat bedeutend geringeren LEinfluB 

















Tabelle XL. See , . ‘ 
' Bei einer m/1000 Konzentration ist 
PHAKG 59 5653 30 97 44 Y IB 35 es schon wirkungslos, waihrend Ferro- 
;amw VX “ee : ; 
m/w0 und Ferricyankalium noch _ eine 
sehr deutliche Verschiebung bewirken. 
CNS Michaelis und v. Szent-Gyérgyi fanden, 
daB Sulfosalicylsiure stirker wirkt 
als Rhodan, und Eosin noch be- 
K, [Fe (CN)g] | deutend starker. 
ky [Fe (CN) e 
. e/ Tabelle X LI. 
7/1000 
NMK 6 5956 53 50 47 44 47 38 35 
LomMW VW 
ACNS 
Ko Hg Ty 7/100 | 
hy [Fe (CN)e] 
he Hig ly n/1000\ 
Ky [Fe (CN)e] 
™m/10 000 
Ky Ply n,/100 
Ky [Fe(CN)e] 
Ke PO Iy rx /2000 
Ks [Fe (CN)e] 
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Um den Einflu8 des Jodquecksilberkaliums und des Jodbleikaliums 
auf die Caseinfallung zu studieren, stellten wir die Liésungen in der 
Weise her, daB wir zu 1 Volumen Nitrat 2 Volumina Aquimolare KJ- 
Lésung gaben. Die m/100 Lésung des Quecksilbersalzes war schwach 
rotlich gefarbt, aus derjenigen des Bleisalzes fielen allmahlich reichlich 
goldgelbe Kristalle aus. Beide Lésungen wurden filtriert. Die m/1000 
Lésungen beider Salze waren klar. Aus Tabelle XLI geht hervor, 
daB Jodquecksilberkalium das Fallungsoptimum des Caseins weniger 
stark nach der sauren Seite verschiebt als Ferro- und Ferricyankalium, 
aber starker als Rhodankalium. Die Wirkung der entsprechenden 
Bleisalzlésungen ist fast gleich Null. Nur ein kleiner Teil des Bleies 
ist als komplexes PbJ,-lon vorhanden, im iibrigen ist aber auch PbJ, 
in Lésung, und die Pb-lonen wirken entgegengesetzt. So hebt sich 
der EinfluB der PbJ,-Ionen, die das Fiallungsoptimum nach der alka- 
lischen Seite verschieben, und derjenige der Pb-Ionen, die es nach der 
sauren Seite verschieben, auf. 

Die Jodkaliumkomplexsalze wirken als Anionen eiweiffallend. 
Sie fallen das EiweiB nur in saurer Reaktion und verschieben das 
Fallungsoptimum des Caseins nach der alkalischen Seite, und zwar 
stirker als Rhodankalium, aber schwacher als Ferro- und Ferricyan- 
kalium. 

XIV. Dialyseversuche. 


Da Blei und Quecksilber durch Jodkalium mobilisiert werden, 
miBte es yon vornherein nicht unwahrscheinlich erscheinen, da} diese 
Verhialtnisse durch Ultrafiltration quantitativ erfaBt werden kénnten, 
um so mehr als Hisner angibt, da ein Zusatz von Jodkalium zu Serum 
und Bleisalzen die Dialyse des Bleies ganz erheblich férdere. Er fand, 
daB zum Serum zugesetztes Blei nur in Spuren dialysiere, was spiter 
von Behrens und Pachur bestiatigt wurde. 

Fiir unsere Ultrafiltrationsversuche, die wir bei Uberdruck von 
4 Atm. N, vornahmen, gelang es uns aber nicht, diejenige Filterdichte 
zu finden, die Blei- und Quecksilber-lonen durchgelassen hatte, ohne 
gleichzeitig fiir EiweiB durchgaingig zu sein. Vielleicht, daB es bei 
feinerer Abstufung der Verdiinnungen des Kollodiums in Eisessig 
gelungen ware; doch gingen wir bald zur Dialyse iiber. 

Wir dialysierten je 30cem Serum durch Pergamentpapierhiilsen 
gegen 150 ccm destilliertes H,O. Zum Serum gaben wir einmal 1,5 ccm 
n/10 Nitrat und ein anderes Mal noch den 20fachen Jodkaliumiiberschu8 
dazu. Das Resultat war tiberraschend; denn in allen vier Fallen war 
die Ammonsulfidreaktion im Dialysat nach 24 und nach 48 Stunden 
negativ. Da in 2,0 cem schon 50 y Hg und sogar 10 y Pb nachgewiesen 
werden kénnen (s. Tabelle VI), haben also von den zugesetzten 15 mg 
des Metalls keine 4 mg Hg und nicht 1,0 mg Pb dialysiert. Wir dehnten 
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nun die Dialyse auf 200 Stunden aus, und da die Ammonsulfidreaktion 
noch immer negativ war, dampften wir die Dialysate auf dem Wasser 
bade ein, rauchten einige Male mit konzentrierter Salpetersiure al 
und nahmen den Riickstand dann mit 5 ccm verdiinnter Salpetersaure 
auf. Nun konnten wir in allen vier Fallen eine schwache Sulfidreaktion 
nachweisen [die hellgelbe Lésung wurde nach dem Zusatz eines Tropfens 
(NH,).8 braunlich}. Es sind also in allen vier Fallen nur sehr geringe 
Spuren von Metall durch die Dialysiermembran durchgetreten, und 
wenn das Jodkalium von irgendwelchem EinfluB gewesen wire, so 
hatte dies zum mindesten im Eindampfungsriickstand sehr deutlich 
zum Ausdruck kommen miissen. 


Da nun Fisners Befund, der schon nach dem Zusatz der Aqui- 
valenten Jodkaliummenge eine betriachtliche Foérderung der Blei- 
dialyse gesehen haben will, so sehr verschieden ist, setzten wir genau 
den gleichen Versuch an: 30cem Serum + 3,0cem m/10 Pb-Acetat 
+ 0,6cem KJ m/l. Aber auch in diesem Falle war die Ammonsulfid- 
reaktion nach 24, 48 und 200 Stunden negativ und im Eindampfungs- 
riickstand schwach positiv. Trotz mehrfacher Wiederholung der Ver- 
suche konnten wir Eisners Befund nicht bestatigen. 


Tabelle XLII. 





30 ccm Serum, dialysiert gegen 150 ccm H,O dest. 
(N Hg) SsReaktion im Dialysat nach 





| 
| : im Eindampfungs- 
24 Std. 48 Std. 200 Std. Riickstand 

Pb(NOs) 0/10, 1,5cem . — _ _— Schwach + 
Pb(NOg)o n/10, 1,5cem . |) . 
: 3/2 —_— — — Schwach + 
RS: m Gem 6c oe HY eawnch 
Hg(NOz)g n/10, 1,5cem . — — — Schwach + 


Hg(N0Os3)q 0/10, 1,5 ecm 
KJ n, 3,Qcem ... 


Hg(CH,COO), n/10, 3,0ce m 
KJ n, 06cem ... 


— _- — Schwach + 


— — — Sehwach + 


Blei- und Quecksilbersalze, die zum Serum zugesetzt werden, 
gehen nur in ganz geringen Spuren durch die Dialysiermembran hin- 
durch. Jodkaliumzusatz férdert die Dialyse selbst in starkem (20fachem) 
UberschuB nicht. 


XV. Girungsversuche. 


Zum SchluB lag es nahe, die Giftigkeit der Blei- und Quecksilber- 
salze an einem einfachen biologischen Testobjekt zu vergleichen. Als 
solches wahlten wir die Hefe ; denn ,,Hefezellen sind gegen kurzdauernde 
Einwirkung von Giften ziemlich unempfindlich ... Man hat also in 
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den Hefezellen ein Mittel, intensive Zellgifte zu erkennen“ (Kobert). 
Eisner hat seinerzeit Garungsversuche mit Bleisalzen ausgefiihrt und 
daraus geschlossen, daB ,,Zusatz von Jodid oder von Chlorid das an 
sich sehr wirksame Blei entgiften kann“. 


Wir haben entsprechende Versuche ausgefiihrt. Dabei benutzten 
auch wir eine 10°,ige Lésung gewaschener Hefe und eine 30°, ige 
Glucoselésung. Die Salzlésungen wurden zur Hefeaufschwemmung im 
Reagenzglas zugesetzt und gut durchmischt, dann wurde die Glucose 
zugesetzt und nach abermaligem Mischen das Ganze in die Garungs- 
réhrehen eingefillt. Zu jeder Versuchsreihe wurden zwei Réhrchen 
mit destilliertem Wasser zugegeben. Da solche Versuche immer ziemlich 
groBe Schwankungen aufweisen, wurden anfanglich je drei, in den wei- 
teren Versuchen je zwei Réhrchen gleichen Inhalts miteinander ver- 


glichea. 


Der erste Garungsversuch beweist, daB 1 cem n/100 Blei- und Queck- 
silbernitrat die CO,-Entwicklung vollkommen hemmen; daf hingegen 
1/,cem n/l10 KJ auf die Girung anregend wirkt. Es ist dies nichts 
Absonderliches. Auch minimale Sublimatmengen (1: 700000) regen 
die Hefegirung an (Schade). Und auch die Anionen kénnen diese 
Wirkung zeigen, so SO, und PO, (Spiro). Die anregende Wirkung 
laBt sich im zweiten Versuch bei der fiinffachen Menge (also 1 cem n/10 
KJ) nicht mehr nachweisen, scheint aber im fiinften Versuch bei gleicher 
Menge dort angedeutet. 


Die starke Wirkung der Blei- und Quecksilbernitrate wird im ersten 
Versuch durch KJ-Zusatz nicht aufgehoben, was uns nicht wundert, 
da der KJ-Uberschu8 nicht einmal geniigt zur vollstandigen Bildung 
des Quecksilberkomplexsalzes. Im zweiten Girungsversuch hemmt 
1,cem der n/1000 Nitrate gar nicht. Der KJ-Zusatz scheint beim Pb 
anregend zu wirken, was wohl durch eine teilweise Ausfallung als 
PbJ, bedingt ist, wobei das noch tibrige KJ dann anregend wirkt. Das 
ist es, was Hisner als Entgiftung durch Zusatz von Jodid bezeichnet, 
was wohl nicht der richtige Ausdruck ist. Im iiorigen stimmen wir 
mit ihm iiberein, daB ein Urteil iiber die Giftigkeit des Kaliumblei- 
jodids im Hefeversuch nicht gebildet werden kann, da der erforderliche 
JodidiiberschuB schon zu toxisch wirken muB. Was wir aus den Ver- 
suchen weiter schlieBen kiénnen, ist, daB das Hg(NO,), bedeutend 
giftiger ist als das Pb(NO,),, und zwar mindestens fiinfmal giftiger ; 
ferner, daB das Quecksilberkaliumjodid, das im zweiten bis fiinften Ver- 
such sicher vollkommen gebildet ist, gar nicht weniger giftig ist als das 
Nitrat. Wahrscheinlich ist das Komplexsalz sogar giftiger; denn der 
zu dessen Bildung nicht verbrauchte KJ-Rest mu anregend wirken, 
und auch diese Wirkung wird durch das K,HgJ, neutralisiert. 
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Tabelle XLITI. 
1. Garungsversuch. 
Pb(NO,), n/100 1,0cem; Hg(NO,), n/100 1,0 cem; 
KJ n/10 0,2 cem. 
Nach: 15° | 20° | 2 | 30 | 35 | 40’ | 45° | So’ | 55° 60! 
| 0.5 1,0) 1,6 | 22 | 80/'34'40'44/48 5.0 
H, O . 10) 1,2; 26) 34) 40/46) 50) - - — 
| 05 O08 24/30 36 40 44 48/50 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Pb(NOs3)o - . 0 0 0 0 oy Bye 18 Fe 5s 
| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Hg(NOs3)q . 0 0 0 0 VI vTerereT;s 
| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
(12 26 82) 38) 4,4 5,0 — _ 
KJ . 0,5 2,0 30) 40! 46 | 50) - — 
1112/28! 86/46/50)|—|—|—|—|— 
0 0 0 0 0 0 () 0 0 0 
Pb(NO3)g KJ - . 0 0 0 0 Oe | O81 6 t @.14 
| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Hg(NO 3) ,K J . 0 0 0 0 0; 0 0;';0;0/0 
| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Tabelle XLIV. 
2. Garungsversuch. 
Pb(NO,), n/1000 0,5cem; Hg(NO,), n/1000 0,5 cem; 
KJ n/10 1,0 cem. 
Nach: | 15’ | 20’ | 25’ 30° | 35° 40° | 45’ | 50’ | 55°. 60’ 
| 0,4 | 1,0 |} 2,0 | 80 | 40 | 46/50; — | - - 
H, 0 . 0,2 | 0,8 | 20 | 28) 34/38) 42/46)\50) — 
| 02( 06/20 30/40 46150 —| — — 
0,208) 1,8) 26) 34/140'44/)46 50 
Pb(NOs)s -; 04 08/18 28/)36 42 50. - , 
| 02 0o8|20 30/38 44 50 — . 
0,2 | 04) 1,2 | 22 | 3821388) 44/\50)' — 
Hg(N0Os3)o . 0,2 0,5 | 1,2 | 22/)28 | 36) 40) 4,6 | 5,0 
\ spur 02/130 22/32 40 46/50 — — 
| 0406116 24/)382 186 42°44 48 50 
kJ . 0.2 04/10) 181281384 40144 48 5.0 
| 04/08/18 30186\ 44148150 — | — 
(| 0,5 | 1,0/ 22) 84/42/60) —| —| —| - 
Pb(N Os). + KJ -3108/16/| 80/42/50); —);/—;—/-—/— 
| 04 06116 26134 40 46 50 — 
04'05/12 22/28 36 40'44 50 
Hg(NOs). + KJ - . 0,2 | 0,4) 1,0 )20)26'34'40 44:50! — 
l\o4/06/12/22|32 38 44 50 — | — 
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Tabelle XLV. 
3. Garungsversuch. 
Pb(NO,), 1/500 1,0cem; Hg(NO,), n/500 10cem; KJ n/10 1,0 ccm; 
Glykokoll etwa 7% 1,0cem; Na,S,O, 1/100 ges. 0,5 cem. 





Nach: 15’ | 20’ | 25’ | 30 35’ 40’ | 45’ | 50’ | 55’ 60” 

H,O 0,2 | 04/06 |12/18 24/380) 38)40:42 
2 0,1 02 02 O04 10 16 22 28 30 34 
Pb(NO 02 04 1,0 14 22 28°32 40 42 44 
oe Spur 04 08 12 18 24 28 35 36 4.0 


0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 
02/104 '>10:12 18 24/30 38 40 44 
0,2 | 0,4 0,8 | 1,0 | 1,6 | 2,0; 25) 32) 84/388 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 


} 

| 

| 

| 

Hg(NOs)y 

| 

\ 

{ 
| 0 0 0 0 0 a 0 0 

| 

| 

\ 

| 

{ 


Pb(N Os)o + KI - 


Hg(NOs)o + K3 - 


tor 


Pb(N O3)9 + Glykokoll 


oO 


0,2 0, 10 14 20 24 28 '386 38 4,0 
0.2 0, 14 20 28 34;:)40/\/46 48 50 
0 0 0 0 Spur 0,2 04 04 O04 O04 
Spur 0.2 02 04 04 O06 08° 1,0 1,0 1 
0,2 | 0,5 | 0,8 | 1,0 | 1,4 / 1,8 | 2,2 | 28 | 80/8 
0,2 | 08 1,2 16 | 24 | 80) 385/42) 44) 4 
0,2 | 0,5 | 06 | 0,8 | 1,0 | 1,2 | 15 /| 20/22); 2 
22/28 30 8 


Hg(N Os). + Glykokoll 
Pb(NOs)9 + Nag Sg Os 


Hg(NOzg)g + NagS.Oz 02°06 08 10 14 18 


Tabelle XLVI. 


4. Garungsversuch. 


Pb(NO,), n/200 0,5cem;: Hg(NO,), n/500 0,5cem; KJ n/10 1,0 cem; % 


Glykokoll etwa 7°, 1,0cem; Glucons. Natrium 1,0 cem. 





Nach 15’ 20’ 25’ cis 35’ 40’ 45 50’ 55’ 60’ 
_ / 01/02 05 12 18122 28 32 36 40 
2 ") 01 /)02 06 14 20 261382 38 42 46 
nica -{ 01/02 05 10 16 20 28 34 42 48 
»(NOz)o 1 02/)04/08 18 | 26 | 34/42/46) 5,0 
He(NO.) fi 0 0 | 02/06! 12/18/24)! 32/86/42 
i ie | 0 | 0 (02 G8 14 18/26 32 38 44 
a -{ 02/04/10 22 32/38/42 50 : 
Pb(NOs), + KJ | 04 06/12 24 34 4.0146 50 

: . i; 0 | 0,2) 05) 1,0 | 1,6 | 22) 3,0) 34:38 | 44 
Hg (NOs), + KJ - “1 0 02°05 12 20 26132 36 40 44 
ae AEE ; 02 05/10 22/30 36142 46/50 
PO(N Os), + Glykokoll - {| 9 | 02 | 12 | 28 | 88 | 44/50 | — 

; mn ; O 02/06 16/24 30 36 40 46 5,0 
Hg(N Os), + Glykokoll -)' 9 | 92/10 2:0| 3036/42 48 5.0 
“ase : 7 {| 02 08 | 22 36) 44 48) 50. - - 
Pb(NOs), + glucons. Na | 99 95 12/2838 44/48 5,0 

- { O10 04/10 20/28 32 40 46 50 
Hg(NOs)a + glucons.Na | 91 94/08 14/20 26/32 36/42 4,6 
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Hg(N Os)o + glucons. Na - - 
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AuBerdem wurde im dritten Garungsversuch eine Entgiftung durch 
Na,§8,O, zu erfassen versucht. Aber diese ist fiir Bleiionen nicht deut- 
lich, und von den Quecksilberionen, wo der Erfolg sehr groB zu sein 
scheint, ist ein Teil als Sulfid ausgefallen. Wir kénnen also iiber die 
Giftigkeit des Komplexsalzes nichts aussagen. Im dritten, vierten und 
fiinften Versuch wurde die Wirkung eines Glykokollzusatzes studiert. 
In allen Versuchen zeigt sich sehr deutliche Férderung, die beim Hg 
immer gr6Ber ist als beim Pb, was wohl mit der starkeren Affinitat 
der Quecksilberionen zum Glykokoll zusammenhangt. Aber alleiniger 
Glykokolizusatz (s. fiinfter Versuch) férdert die CO,-Bildung recht 
stark. Weitgehende Schliisse sind also sicher nicht gestattet, und das- 
selbe gilt fiir die Wirkung des gluconsauren Natriums. 

Im Hefegarungsversuch erweist sich Hg(NO,), viel giftiger als 
Pb(NO,).. Das Kaliumquecksilberjodid ist durchaus nicht weniger 
giftig als das Nitrat, wahrscheinlich sogar giftiger. Uber das Kalium- 
bleijodid 1aBt sich nichts Sicheres aussagen, da zu dessen Bildung 
ein so hoher Jodkaliumiiberschu8 notwendig ist, daB dieser schon 
an und fiir sich auf die Garung der Hefe stark hemmend wirken muB. 


XVI. Zusammenfassung. 


1. Die Komplexaffinitat der Quecksilberionen zum Jodkalium ist 
bedeutend gréBer als die der Bleiionen. Die Fallungszone ist fiir das 
Quecksilber sehr schmal, fiir das Blei hingegen sehr breit. 

2. Auch die Komplexaffinitat zum Na,8, O, ist fiir die Quecksilber- 
ionen groBer. 

3. Die Affinitaét der Quecksilberionen zum Schwefe} ist gréBer als 
die der Bleiionen. (Mit Ammonsulfid lassen sich die Quecksilberionen 
allerdings wegen Sulfosalzbildung nicht in so starker Verdiinnung 
nachweisen wie die Bleiionen.) 

4. Mit dem Cystein iiberwiegt die Quecksilbersulfid- gegeniiber 
der Bleisulfidbildung, also ist die Affinitaét des Quecksilbers zur SH- 
Gruppe gréBer als die des Bleies. Mit den EiweiBkérpern aber iiber- 
wiegt umgekehrt die Bleisulfid- gegeniiber der Quecksilbersulfid- 
bildung. Hier kommt als konkurrierende Affinitat noch die des Queck- 
silbers zu den im Eiwei8 gegeniiber den S H-Gruppen weit iiberwiegenden 
NH,-Gruppen in Betracht. 

5. Beim Serum liegen besondere Verhiltnisse vor. Die Bleisulfid- 
bildung mit den EiweiSkérpern ist hier schwacher als die Quecksilber- 
sulfidbildung, aber auch schwiacher als die Bleisulfidbildung mit Eierklar, 
mit Eieralbumin- und mit Serumalbuminlésung. Mit diesen ist die 
Quecksilbersulfidbildung ungefahr gleich stark wie mit Serum, und 
schwacher als die Bleisulfidbildung. Im Serum ist die Bleisulfidbildung 
also gehemmt. 
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6. Im Serum ist auch die Ammonsulfidreaktion des Bleies stark 
gehemmt, wahrend im Eierklar keine Hemmung nachweisbar ist. Ein 
Teil des Bleies muB also im Serum in Form einer besonderen, weniger 
reaktionsfahigen Verbindung vorhanden sein. Da diese Bleiinakti- 
vierungsfahigkeit des Serums sehr ausgesprochen ist, und da die bei der 
Bleivergiftung zirkulierenden Bleimengen sehr klein sind, kénnen wir 
annehmen, daB sich das gesamte im Serum befindliche Blei in dieser 
wenig aktiven Form vorfindet. 

7. Diese hemmende Eigenschaft ist weder in dem mit Ammon- 
sulfat, noch in dem mit Trichloressigsiure enteiweiBten Serum nach- 
weisbar. 

8. Durch Zusatz von Carbonat und Phosphat zum Eierklar erhalt 
dieses die Bleiinaktivierungsfahigkeit nicht, ebensowenig durch Zusatz 
von Glucose ; doch sollen daraus keine weiteren Schliisse gezogen werden. 

9. Mit Ather ausgeschiitteltes Serum behilt die Bleiinaktivierungs- 
fahigkeit bei. 

10. Jodkaliumkomplexsalzbildung hemmt die Reaktionsfahigkeit 
der Quecksilbersalze etwas stirker als die der Bleisalze. Der Einflu8 
ist jedoch so gering, daB er nur in der Sulfidbildung mit Na,S,0O, zum 
Ausdruck kommt, nicht aber in der Ammonsulfidreaktion. 

11. Die Affinitat des Quecksilbers zur N H,-Gruppe ist zwar starker 
als die des Bleies, aber die Affinitat des Quecksilbers zum Jod tiberwiegt 
so stark, daB sich Quecksilberjodid in Glykokoll schlechter lést als 
Bleijodid und daB Jodkalium die Bindung des Quecksilbers an die 
NH,-Gruppe zerstart. 

12. Die Affinitat des Bleies zur Hydroxylgruppe ist viel gréBer 
als die des Quecksilbers. 

13. Im Serum gehen Blei- und Quecksilbersalze ziemlich stark 
in Lésung. Ein Unterschied zwischen beiden 1]48t sich nicht feststellen. 

14. Die Jodkaliumkomplexsalze wirken als Anionen eiweibfallend. 
Sie fallen EiweiB nur in saurer Lésung, genau wie Ferrocyankalium, 
und verschieben das Fallungsoptimum des Caseins nach der alkalischen 
Seite, und zwar starker als das Rhodankalium, aber weniger stark 
als Ferro- und Ferricyankalium. 

Der Vergleich der Wirkung verschiedener Schwermetalle auf das 
Fallungsoptimum des Caseins ergibt in der Starke der Verschiebung 
nach der sauren Seite folgende Reihenfolge: 

Fe'"' > Hg' > Pb = Hg" > Cu> Fe > Ni > Col. 


15. Blei- und Quecksilbersalze, die zum Serum zugegeben werden, 
gehen nur in ganz geringen Spuren durch die Dialysiermembran hin- 


1 Blei und Quecksilber (II) wirken annaéhernd gleich stark. 
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durch. Jodkaliumzusatz férdert die Dialyse selbst in starkem Uberschu8 
nicht. 

16. Im Hefegarungsversuch erweist sich Hg(NO,), viel giftiger 
als Pb(NO,),. Kaliumquecksilberjodid ist durchaus nicht weniger 
giftig als das Nitrat, wahrscheinlich sogar giftiger. Uber das Kalium- 
bleijodid ]aBt sich nichts Sicheres aussagen, da zu dessen Bildung ein 
so hoher Jodkaliumiiberschu8 notwendig ist, daB dieser schon stark 
hemmend wirken miiBte. 

Der Unterschied in der Reaktion des blei- und des quecksilber- 
vergifteten Organismus auf Jodkaliumverabreichung ist nunmehr ohne 
weiteres verstandlich. Das in den Depots befindliche Quecksilber 
wird durch Jodkalium, dank seiner bedeutend stirkeren Affinitaét zu 
diesem, viel starker in Lésung gebracht als das Blei. Auch das an die 
N H,-Gruppe des EiweiBes gebundene Quecksilber wird durch Jodkalium 
aus seiner Bindung an das Eiweif befreit. Dabei ist das komplexe Salz 
wenigstens im Hefegirungsversuch zum mindesten ebenso giftig wie 
die einfachen Quecksilbersalze. Der Organismus wird also unter der 
Einwirkung des Jodkaliums mit relativ groBen Quecksilbermengen 
tiberschiittet. Damit sind Garcias Resultate erklart und die Vorsicht 
der meisten Autoren in der Empfehlung des Jodkaliums fiir die Therapie 
der chronischen Quecksilbervergiftung gut verstiindlich. Es diirfte 
sich also wohl empfehlen, das Jodkalium aus der Therapie der chro- 
nischen Quecksilbervergiftung ginzlich zu verbannen. Statt dessen 
kénnten etwa Versuche mit thioessigsaurem Strontium gemacht werden, 
mit dem Hesse im Tierversuch sehr gute Erfolge gehabt hat. (Es handelt 
sich um Umwandlung in das wenig lisliche, somit auch wenig giftige 
Quecksilbersulfid. ) 

Das Blei hingegen wird durch Jodkalium nur in ganz geringer 
Menge mobilisiert. Der wesentliche Unterschied zwischen beiden Metallen 
besteht eben darin, daB Quecksilbersalze durch Jodkalium sehr leicht 
gelést werden. Die Fallungszone ist hier auBerordentlich schmal, 
wahrend sie fiir das Blei sehr breit ist. Die in Lésung gehende Blei- 
menge ist also immer auBerordentlich gering. Da das Blei im Serum 
in einer wenig reaktionsfahigen Verbindung zirkuliert und die Reaktions- 
fahigkeit durch Jodkalium nicht merklich erhéht wird, ist es begreiflich, 
daB Jodkalium die Ausscheidung des Bleies férdert, ohne den Organismus 
im allgemeinen zu gefahrden. Wenn aber von einigen Autoren tiber 
das Auftreten akuter Vergiftungssymptome bei chronisch Bleivergifteten 
nach Jodkaliumverabreichung berichtet wird, so muB die Gefahr bei 
der Quecksilbervergiftung unverhaltnismaBig viel gréBer sein. Die 
geringe Reaktionsfahigkeit im Serum diirfte auch die Erklarung dafiir 
sein, warum Hesse bei Bleivergiftung mit thioessigsaurem Strontium 
keinen Erfolg sah. 
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Die aktuelle Reaktion 
des Harns und deren Beziehung zur Ermiidung. 


Von 


Michael S. Resnitschenko. 


(Aus dem Timirjaseff-Forschungsinstitut und dem zentralen Psycho- 
Physiologischen Laboratorium, Moskau.) 


(Eingegangen am 25. April 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. 


Die angestrengte Muskelarbeit, die die Intensitat des Kohlehydrat- 
stoffwechsels erhéht und die Anhaufung der intermediaren Produkte 
im Blute hervorruft, bewirkt damit charakteristische Anderungen in 
den Eigenschaften und in der quantitativen Zusammensetzung des 
Harns. Die Neutralisation der erheblichen Mengen von Milchsaure 
stért das Saure-Basengleichgewicht des Blutes. An dem Ausgleich 
dieser Stérung sind bekanntlich auch die Nieren beteiligt; eine gewisse 
Menge der Saureaiquivalente wird im Harn ausgeschieden. 


II. 


Eine Zunahme der titrierbaren Aziditaét des Menschenharns infolge der 
verschiedenartigen Muskeltatigkeit notieren schon die Aalteren Autoren 
Hoffmann (1), Ringstedt (3), Oddi und Taruli(4). Die neueren Unter- 
suchungen zeigen, daB die Muskelarbeit nicht nur die Erhéhung der Gesamt- 
aziditét bewirkt, sondern auch die aktive Reaktion des Harns nach der 
sauren Seite verschiebt [Talbert (6), HEndreas (7)]. Eine kurzdauernde 
(2 Minuten), aber intensive Arbeit (Treppenlaufen) erzeugt nach Wilson, 
Long usw. (11) eine bedeutende Abnahme des py-Wertes. Nenjukoff 
(13) beobachtete die Steigerung der Harnaziditat bei den verschiedenen 
Leibesiibungen (FuBball, Boxen usw.). Winogradoff, Wladimiroff (14) usw. 
untersuchten den Harn der Skiléufer nach einem 25-km-Marsch und fanden 
in den meisten Fallen eine Erhéhung der H-Ionenkonzentration, in einem 
Falle dagegen eine Verminderung derselben. Sidoroff und Lindberg (12) 
notieren ebenso eine Steigerung der Aziditaét infolge des Fechtens, Voley- 
Ballspielen usw., manchmal aber war eine entgegengesetzte Erscheinung, 
die Alkalisierung des Harns zu bemerken. 
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Die obengenannten Arbeiten bestatigen, daB die Muskeltatigkeit 
von einer Verschiebung der aktiven Reaktion des Harns begleitet 
wird. Aber in welchem MaBe die absolute GréBe dieser Verschiebung 
mit der Intensitét der Arbeit und dem physiologischen status quo der 
Versuchspersonen verbunden ist, bleibt noch unklar. 

{s liegt nahe, anzunehmen, daB die Menge der ausgeschiedenen 
Saureadquivalente erstens von der Intensitaét des Kohlehydratstoff- 
wechsels und zweitens von der Individualitét des Objektes abhangig 
sein wird. Eine und dieselbe Person wird auf die kurze und angestrengte 
Arbeit anders reagieren, als auf eine langdauernde, aber nicht so intensive. 
Ebenso werden mehrere Personen auf ein und dieselbe Arbeit ver- 
schieden reagieren. In beiden Fallen ist zu erwarten, daB die absolute 
pu-Verschiebung des Harns in gewissem Mabe iiber die GréBe der 
Ermiidung sprechen wird. 

Ein experimentelles Material zur Beurteilung dieser Fragen zu 
schaffen, war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit. 


iil. 


Als Versuchspersonen dienten uns fiinf gesunde junge Manner, 22 bis 
23 Jahre alt, welche ein und dieselbe Ration bekamen und sonst in gleichen 
Bedingungen sich befanden. Nach dem physischen Zustande und der 
Trainierung zerfallen sie in zwei Gruppen. 

1. Nr. 1. M. (Brieftrager), physisch gut entwickelt; 69,4 kg Gewicht. 

Nr. 2. P. (Zeichner), gut entwickelt; 68,4 kg Gewicht. 

Nr. 3. Z. (Arbeiter), schwacher entwickelt, aber gut trainiert durch 

Leibesiibungen; Gewicht 63,6 kg. 
Alle drei Personen machen den 18-km-Marsch leicht durch, ohne starke 
Ermiidung. 
2. Nr. 4. B. (Apothekergehilfe), sehwach entwickelt; Gewicht 64,8 kg. 
Nr. 5. K. (Backer), der schwichste von der Gruppe; Gewicht 
63,8 kg. 

Beide machen den Versuchsmarsch mit gr6B8ter Anstrengung und sind davon 
ermiidet. 

Am Morgen, 3 Stunden vor dem Anfang der Arbeit, bekamen sie ein 
Friihstiick, das aus siigem Tee und 100 g WeiBbrot bestand; bis zum Ende 
des Versuchs haben sie nichts genossen. 

Die aktive Reaktion des Harns bestimmten wir elektrometrisch in 
einer U-férmigen Elektrode. Der Harn wurde gleich nach der Gewinnung 
in ein ElektrodengefaB gebracht, das mit Wasserstoff gefiillt wurde; wenn 
die Fliissigkeit die Zimmertemperatur annahm, wurde die Bestimmung 
ausgefiihrt. Die erste py-Bestimmung fiihrten wir 10 Minuten vor Anfang 
des Versuchs, die zweite 1 bzw. 2 und 3 Stunden nach Anfang der Arbeit 
aus, die dritte und vierte 15 bis 20 Minuten bzw. 1 bis 2 Stunden nach der 
Beendigung der Arbeit. Auf diese Weise konnten wir eine Kurve der 
pu-Anderung wahrend und nach der Arbeit gewinnen. Der Verlauf dieser 
Kurve sollte den Ubergang von sauren Produkten ins Blut und in Harn 
wiedergeben. 
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IV. 

Zunachst untersuchten wir die Frage, ob es irgend einen Zusammen- 
hang zwischen der absoluten py-Verschiebung und der Muskelarbeit 
von verschiedener Intensitat gibt. 

Versuchsperson K. machte im Laufe von mehreren Tagen folgende 
Arbeit durch: 

1. 15-km-Marsch mit einer Belastung von 27kg. Diese Arbeit 

dauerte 3 Stunden und 10 Minuten. Erholung je 50 Minuten. 


bo 


. 8-km-Marsch mit derselben Belastung, aber nicht auf einem 
horizontalen Wege, sondern auf einer Tretbahn, die einen 
Winkel in 7° machte. 

3. 0,1-km-Kriechen auf der Erde mit derselben Belastung im 
Laufe von zwei 10-Minuten-Perioden mit einer Pause von 
10 Minuten dazwischen. 

VerhaltnismaBig leichter ist der 15-km-Marsch; bedeutend gréBere 

Anstrengung fordert der Bergaufgang auf der Tretbahn und das Kriechen. 

In allen drei Versuchen nimmt wahrend und nach der Arbeit die H-Ionen- 

konzentration des Harns zu (vgl. Tabelle I). Doch ist die absolute 

Steigerung der Aziditét bei dem 15-km-Marsch und 0,1-km-Kriechen 

kleiner als bei dem Bergaufgang (Tretbahn) (Abb. 1). In zwei ersten 

Fallen ist die Verschiebung der H-Ionenkonzentration ungefahr gleich ; 

doch ist diese Anderung einmal durch die sehr angestrengte, aber 

kurzdauernde Arbeit bewirkt, die H-lonenkonzentration steigt schnell 
an und sinkt ebenso ‘schnell auf ihren Anfangswert; ein anderes Mal 
aber tritt dieselbe Erhéhung infolge einer sehr langdauernden und weniger 
angestrengten Arbeit (15-km-Marsch) hervor; der Anstieg sowie der 

Abfall der Kurve ist nicht so steil. Eine angestrengte und dauernde 

Arbeit auf der Tretbahn bewirkt eine noch héhere Steigerung der Azi- 

ditat, die niedrigen py-Werte des Harns halten sich bedeutend linger; 

zwei Stunden nach Ende der Arbeit ist noch keine Abnahme der H-lonen- 
konzentration zu bemerken. 





Tabelle I. 
Pu 
Versuchsperson K. = = = | o | Unmittelbar| 1 Std. ~ 2 Std. 
(Nr. 5) Vor der ma. ., O —_ der — der —_ der 
Arbeit } endigung | endigung eendigung 
Mareches | d. Marsches | d. Marsches | d. Marsches 
3-Std.-Marsch 
(15km)... 5,34 5,15 4.96 -- 5,12 
2-Std.-Marsch (8 km) 
a. d. Tretbahn 5,25 5,12 4.96 — 4,75 


1 ,-Std.-Kriechen 
(Q@tim)..<.. 5,57 _ 5,39 5,00 5,45 
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Diese Versuche zeigen deutlich, daB eine Verschiebung der Harn- 
reaktion nach der sauren Seite in gewissem MaBe mit der Intensitat 
der Arbeit verbunden ist. 





8:10", % 74 
ie 
ia 
42 
w 
AS 
| 10 
60° 
40° 40 
20° a 70 
—Versuchsstunden 
Abb. 1. 


Die Kurve der py-Verschiebung des Harns beim Marsch auf horizontaler Bahn (15 kin), auf der 
Tretbahn (8 km) und beim Kriechen Ol km). Versuchsperson K. (Nr. 5). 
Unterbrochene Linie: Arbeitsperiode. 


Es lag nahe, anzunehmen, da dieselbe GesetzmaBigkeit in Ver- 
suchen mit verschiedenen Subjekten sich wiederholen wird. Indem 
man mehrere Menschen mit einer und derselben Arbeit belastet, ist 
eine stairkere py-Verschiebung bei den schwacheren und eine geringe 
bei den aushaltenden und trainierten Subjekten zu erwarten. 


Um ein objektiveres Urteil iiber die Ausdauer unserer Versuchs- 
personen zu bekommen, fiihrten wir folgende Priifung aus. Die 
Versuchspersonen wurden veranlaBt, den Marsch mit gewoéhnlicher 
Belastung (27 kg) und Geschwindigkeit —- ohne Erholung 5 km pro 


Stunde — bis zur vollen Erschépfung fortzusetzen. 


Die Ergebnisse waren folgende: Die gréBte Distanz — 27km — 
wurde von der Versuchsperson M. (Nr. 1) — dem Brieftrager — zuriick- 
gelegt. Der zweite war P. (Nr. 2), der 25,2 km Marsch durchmachte ; 
an dritter Stelle war Z. (Nr. 3) mit 23,4km. Als schwachste erwiesen 
sich B. (Nr. 4), 18km, und K. (Nr. 5), 16,2 km. 


Die Untersuchung des Gasstoffwechsels, GefaBsystems und leuco- 
cytaren Blutbildes zeigte ebenfalls, daB die Ergebnisse der obenerwahnten 
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Priifung in vollem Einklang mit der Charakteristik unserer Versuchs- 
personen in bezug auf die GréBe der Ermiidung stehen (15); die starksten 
und besttrainierten sind M. und P. (Nr. 1 und 2); der etwas schwichere 
E. (Nr. 3) steht ihnen nahe. Endlich bilden B. (Nr. 3) und K. (Nr. 4) 
eine schwache Gruppe. 


Ferner bestimmen wir die Anderung des pg-Wertes nach ein und 
derselben Arbeit bei einem ,,starken“ (Nr. 1; B.) und einem ,,schwachen™ 
(Nr. 5; K.) Subjekte. Der 15-km-Marsch dauerte 3 Stunden. Der un- 
mittelbar nach Beendigung des Marsches gewonnene Harn zeigte in 
beiden Fallen eine deutliche Steigerung der Aziditéit. Doch ist diese 
Steigerung héher bei dem schwachen Subjekte (K.) und kleiner bei 
dem starken (.) (vgl. Tabelle II, Abb. 2). 


Tabelle I1. 





Pu 


-Std.s} . Unmittelbar ay Std. 
SGed-Mesesh (25 ben) Vou die Auchekt Zweite Stunde nach der | nach der 
a des Marsches Beendigung | Beendigung 
des Marsches des Marsches 





5,25 
































Versuchsperson M.(Nr.1) 5,34 — 5,17 
Versuchsperson K. (Nr.5) 5,34 5,15 4,96 5,12 

72-70" 492 

700" 45,00 | 

SS G0: 77 —15,70 = 
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—>bersuchsstunden 
Abb. 2. 


Die Kurve der Py-Verschiebung des Harnes von Versuchspersonen M. (Nr.1) und &. (Nr. 5) 
unter gleichen Bedingungen (15¢kmsMarsch). 


Nach diesen Vorversuchen, welche mehrere GesetzmiaBigkeiten 
angedeutet hatten, war jede Versuchsperson systematisch untersucht 
worden. Die Ergebnisse sind im folgenden zusammengestellt. 


Versuchsperson B. aus ,,schwacher‘‘ Gruppe reagiert auf 18-km- 
Marsch mit 27 kg Belastung sehr scharf. Die Harnaziditat steigt sehr 
an (vgl. Tabelle III), pxy-Verschiebung nahert sich derselben bei K.. 
der ebenso der schwachen Gruppe angehért (Abb. 3). 
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Tabelle III. 





ih cate ee 


Versuchsperson B. (Nr. 4) Unmittelbar | 11/y Std. 
4-Std.«Marsch (18 km) Vor der Arbeit Z¥¢ite Stunde nach der nach der 
er Arbeit) des Marsches Beendigung Beendigung 
des Marsches | des Marsches 






























































20. VII. 1928 6,07 5,19 4,97 5,03 
24. VII. 6,37 6,02 5,17 5,17 
26. VII. 5,97 5,56 5,01 5,10 
28. VII. — 6,37 5,28 4,91 
31. VII. 6,25 5,42 5,22 5,32 
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Abb. 3. 


Die Kurve der py-Verschiebung des Harnes beim 18-km+Marsch bei Versuchsperson B. (Nr. 4). 


Bei Person £. (,,starke‘‘ Gruppe) ist die Steigerung der H’-Kon- 
zentration des Harns weniger ausgepragt (Tabelle IV, Abb. 4). Es 
sei daran erinnert, daB EF. durch Leibesiibungen gut trainiert ist. 





Tabelle IV. 
PH 
Versuchsperson FE cae aD IRAN a Te RRR EAR REE ~My 
(Nt 3) Vor d Zweite Dritte l ae ogg 1! } - 
AStdoMamch (I8km) | Vge.det —snunde des Stunde dee | tct,.der, | pes de, 
Marsches Marsches d. Marsches | d. Marsches 
20. VII. 1928 4,91 4,92 — 4,73 4,78 
24. VII. 4,96 5,03 - 4,85 4,91 
26. VII. 5,11 5,18 — 5,08 5,95 
28. VII. 5,03 — 5,03 4,92 4,92 
31. VIL. 5,09 5,15 — 5,06 5,02 
4. VIII. 5,41 5,22 _— 4.94 5,00 
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Bei Versuchsperson P. erhéht sich die Harnaziditat nach der Arbeit 
fast gar nicht (Tabelle V). Es ist dagegen eine Steigerung des py-Wertes 
nach der zweiten und dritten Stunde der Arbeit zu bemerken. Diese 
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he 


me 


ie 


40° 





— > versuchsstunden 
Abb. 4. 
Die Kurve der py+Verschiebun; des Harnes beim 18-km-Marsch bei Versuchsperson FE. (Nr. 3). 
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Die Kurve der Py-Verschiebung des Harnes beim 18skm-+Marsch bei Versuchsperson P. (Nr. 2). 


Abnahme der Aziditat ist sehr deutlich und wiederholt sich regelmaBbig 
in allen fiinf Versuchen (Abb. 5). 


Etwas Ahnliches, doch nicht so deutlich ausgepragt, kénnten wir 
auch bei der Person E. (vgl. Tabelle IV) beobachten. 


Die GréBe der Aziditatssteigerung im Harn ist offenbar mit einer 
mehr oder weniger vollkommenen Anpassung des Organismus an eine 
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Tabelle V. 





PH 
Versuchsperson P a a $$$ ____ 
Nr. 2 : . | Unmittelbar 11/9 Std. 
4Std sMarsch (18 km) Vor der | S ne Ss = sy | mach der nach der 
‘ —- “ Man ch ©S | Beendigung Beendigung 
— ‘. ee | d. Marsches d. Marsches 





26. VII. 1928 4,89 617 | ° — 5,05 4,98 
28. VII. 4,96 wie ee 494 | 4,96 
31. VII. 4,91 — | 6,18 4,94 4,96 
2. VIN. 5,12 5,28 | — 5,13 5,10 
4. VIL. 5,05 ae ee 511 | 5,06 


angestrengte Arbeit verkniipft. Unter denselben Bedingungen scheiden 
B. und K. mehr saure Produkte im Harn aus als die Versuchspersonen 
E. und P. Bei den beiden letzten vermindert sich sogar die Aziditat des 
Harns wahrend und nach der Arbeit. Diese Tatsachen entsprechen dem 
bekannten Schema des Muskelstoffwechsels, wenn wir annehmen, daB bei 
E.und P. der normale Kreislauf von Bildung und Resynthese der Milchsaure 
in solcher Weise vor sich geht, daB keine erheblichen Mengen von Milchsaure 
sich anhéufen und in das Blut gelangen (9). Unter diesen Umstaénden wird 
keine erhéhte Ausscheidung der Saéureaéquivalente im Harn stattfinden, 
was z. B. bei £. und P. der Fall ist. 


Die letzte Person, M., machte den 18-km-Marsch mit 27 kg Be- 
lastung nur zweimal durch (Tabelle VI). In beiden Fallen sank die 
Harnaziditat in der zweiten und dritten Stunde nach dem Anfang 
der Arbeit, stieg aber ein wenig zu Ende derselben. Also auch bei diesem 
Subjekt, das der ,,starken‘‘ Gruppe angehért, notieren wir eine ,,Alkali- 
sierung’’ des Harns wahrend der Arbeit, eine Erscheinung, welche 
wahrscheinlich nicht durch zufallige Griinde hervorgerufen ist. 


Tabelle VI. 








Versuchsperson 4. ae! 
Zweite Dritte Unmittelbar 11/5 Std. 


(Nr. 1) 
Std. Vor der | nach der nach der 
4-Std.-Marech (18 km) Arbeit | Stunde des | Stunde des Beendigung | Beendigung 


| Marsches | Marsches 4 Marsches | d. Marsches 
2. VIII. 1928 5,38 5,45 -- 5,35 5,40 
4. VIII. 6,55 6,51 6,69 6,25 6,70 
Ve 


Die Ergebnisse der oben geschilderten Versuche zeigen sehr deutlich, 
da& die Anderung der Harnaziditaét nach einer Muskelarbeit in hohem 
Ma8e von der Individualitat der Versuchsperson abhangig ist. Doch 
bei ein und derselben Person hangt die Verschiebung des py-Wertes 
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von der Intensitat der Arbeit ab. Eine angestrengte, aber kurzdauernde 
Arbeit verursacht den starken Anstieg der H’-Konzentration, die aber 
ebenso schnell sinkt. Bei einer angestrengten, aber langdauernden 
Arbeit sinkt die stark erhéhte Aziditaét erst langsam zur Norm ab. 
Endlich beeinfluBt eine wenig ermiidende Arbeit den schwacheren 
Anstieg der Aziditat. 


Der Verlauf der py-Kurve ist offenbar auch von dem allgemeinen 
Zustande des Organismus beeinfluBbt. Die Harnaziditaét steigt bei den 
schwiacheren und sich leicht ermiidenden Subjekten starker an, als 
bei gut trainierten und sich wenig ermiidenden (vgl. Abb.7). Bei 
den letzten kann der Anstieg gleich Null werden (Abb. 5, Nr. 2). Dieser 
Befund ist theoretisch gut verstandlich und nicht unerwartet. 


Weniger klar sind fiir uns die Ursachen des Sinkens der H-Ionen- 
konzentration des Harns wahrend der Arbeit. Vielleicht findet hier eine 
verminderte Ausscheidung des Phosphors im Zusammenhang mit dessen 
Mobilisierung im Muske] statt (2, 8, 10) oder andert sich nur das Verhaltnis 
zwischen den Mono- und Diphosphaten infolge einer uns noch nicht bekannten 
Ursache. Wir sind geneigt, diese Erscheinung ebenso in Zusammenhang 
mit der Ausdauer des Organismus zu stellen. Wahrhaftig beobachteten 
wir eine pqy-Steigerung gerade bei solchen Personen, die durch Arbeit am 
wenigsten ermiidet waren und bei denen die Erhéhung der H’-Konzentration 
nach der Arbeit nur gering ist [vgl. auch (5)]. Die ,,Alkalisierung** des 
Harns tritt bei ihnen in der ersten und zweiten Stunde der Arbeit ein und 
wird spater durch pqg-Sinken ersetzt. Bei der ,,sschwachen Gruppe“ dagegen 
faingt der Anstieg der H’-Konzentration gleich nach dem Anfang des Marsches 
an und dauert fort. 


In dieser Beziehung sind fiir uns die Angaben von Sidoroff und Lindberg 
interessant (12). Die genannten Autoren beobachteten bei trainierten 
Personen nach einstiindigem Skilaufen in zwei Fallen keine Anderung 
der Harnaziditat und in einem Falle einen erheblichen Abfall der H’-Kon- 
zentration (von py = 5,7 bis pa = 7,0). 


Die angefiihrten Versuche und Uberlegungen lassen sich wie folgt 
zusammenfassen. 


1. Eine schwere Muskelarbeit bewirkt fast immer einen Anstieg 
der H’-Konzentration des Harns. Wir kénnen sagen, dai die Ver- 
schiebung der Harnreaktion nach der sauren Seite dann stattfinden 
wird, wenn die Belastung eine gewisse physiologische Norm _ iiber- 
schreitet. 

2. Bei den gut trainierten und starken Subjekten bewirkt eine sogar 
sehr hohe Belastung keine Steigerung der Harnaziditaét. Unter solchen 
Umstainden kann eine entgegengesetzte Erscheinung, namlich die 
Verminderung der Harnaziditat, hervortreten. 


3. Die Verschiebung der Harnreaktion bei der Arbeit gibt den 
Charakter (bzw. die Intensitat) dieser Arbeit wieder. 
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Uber die absolute Menge 
der Wasserstoffionen im Harn beim Marsch und Laufen. 


Von 
Michael S. Resnitschenko. 


(Aus dem Timirjaseff-Forschungsinstitut und dem Zentralen Psycho- 
Physiologischen Laboratorium, Moskau.) 


(Eingegangen am 25. April 1929.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. 


In der vorangehenden Arbeit gelangten wir zu dem Schlu8, daB 
die Verschiebung der Harnreaktion nach der sauren Seite infolge einer 
Muskeltatigkeit im hohen MaBe von der Individualitét der Versuchs- 
person und deren Trainierung abhangig ist. 

Ein und derselbe vierstiindige Marsch, indem er bei den schwachen 
und wenig ausdauernden Subiekten einen starken Anstieg der aktuellen 
Aziditaét des Harns bewirkt, andert die Harnreaktion bei starken und 
trainierten Personen bedeutend weniger; im letzteren Falle ist éfters 
nicht der Anstieg, sondern eine Abnahme der Harnaziditiat, eine ,,Alkali- 
sierung des Harns zu bemerken. Bei ein und derselben Person ruft 
das Anfangsstadium des Marsches (erste Stunde) eine gewisse Abnahme 
der Wasserstoffionenkonzentration des Harns hervor, die spater (Mitte 
und Ende des Marsches) durch eine dauernde Steigerung der Aziditat 
ersetzt wird. So liegen uns die qualitativen Verhiltnisse der Anderung 
des Harns nach und wahrend der Arbeit vor. 

Die quantitative Seite des Prozesses der Saureausscheidung im 
Harn zu studieren, war unsere nachste Aufgabe. 

In der vorliegenden Arbeit bestimmten wir auBer py des Harns 
auch 
ee {HJ - 

1000 


wo [H] die Wasserstoffzahl, n das Harnvolumen in Kubikzentimetern 
und xz die absolute Menge der H-Ionen in millionstel Grammion 
ist, d. h. die Summe der dissoziierten Saure, die in einer bestimmten 


Zeitperiode ausgeschieden wird. 
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Es ist zu erwarten, dab die absolute Menge der in dem Harn aus. 
geschiedenen H-lonen der GréBe der Saurebildung im Muskel und der 


Ermiidung proportional sein wird. Denn je mehr sich das Verhaltnis 
zwischen der gebildeten und restituierten Milchsaéure zugunsten der 
ersten verschiebt, desto gréBer mu ja die Ausscheidung der Siaure 
auf verschiedenen Wegen und auch durch die Nieren sein. 


. 


Diese Uberlegung priiften wir experimentell und teilen die Er- 
gebnisse im folgenden kurz mit. 


Il. 

Die Versuchspersonen, drei junge Leute, 22 bis 23 Jahre alt, befanden 
sich auf ein und derselben kohlehydratreichen Ration. Am Morgen des 
Versuchstags bekamen sie ein Friihstiick: siiRer Tee und 100 g Weibbrot; 
dann aber haben sie bis zum Ende des Versuchs nichts genossen. 

Die Arbeit fing nach einer 11%- bis 2stiindigen Ruhe an und bestand 
aus 1. einem 10- und 5-km-Marsch (2 bzw. 1 Stunde) auf horizontaler Bahn ; 
2. einem 4-km-Marsch auf der Tretbahn, die einen Winkel von 7° machte; 
und 3. Laufen auf verschiedene Distanzen. 

Versuchsperson Nr. 1 (B.), 62 kg Kérpergewicht, niedrig und stémmig, 
scheint der ausdauerndste zu sein, der den Marsch leicht durchmacht ; 

Versuchsperson Nr. 2 (7.), 65kg Gewicht, von mittlerem Wuchs, 
reagiert auf denselben Marsch starker, klagt iiber Ermiidung. 

Person Nr. 3 (S.), 66 kg Gewicht, von schwacher Gesundheit (Lungen- 
katarrh) wird von dem 10- und 5-km-Marsch bedeutend stirker ermiidet 
als die zwei ersteren Personen. 

Der Harn wurde stiindlich entleert und dessen aktuelle Reaktion 
mittels einer Chinhydronelektrode elektrometrisch bestimmt. In Versuchen 
mit Laufen .war die Periode kiirzer, nimlich 30 Minuten. 


Ii. 


Die Verschiebungen der aktuellen Reaktion des Harns wahrend 
des Marsches und Laufens bei der Versuchsperson S. (Nr. 3) sind in 


70:10; 
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Abb. 1. 


Anderung der Wasserstoffionenkonzentration im Harn der Versuchsperson S. (Nr. 3) beim Marsch 
auf horizontalem Wege (10 km) und auf der Tretbahn (4 km). Unterbrochene Linie : Arbeitsperiode. 


den Tabellen I und II und Abb. 1 und 2 zusammengefaBt; die absolute 
Menge der H-Ionen in Tabelle III und IV. 
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Absolute Menge der H’-Ionen im Harn beim Marsch usw. 405 
Tabelle I. 
Die aktive Reaktion (pq) des Harns vor und nach der Arbeit. 
Versuchsperson S. (Nr. 3). 
1-Stundenperiode 
Unmittel- 1 Std. 2 Std. 
1 Std. vor 
b . sh bh 
Arbeit name Aaleng ia | oe Bocadi- | Boondi- 
ner des arsch Marsch ung des gung des 
Marsches Marsches bao Marsches 
f Pu Pu Pu Pu PH Pu 
6. XII. 2 Std. Marsch, 
10km, ohne Belastung 5,73 5,49 5,28 5,36 5,52 _ 
24. XI. 2 Std. Marsch, 
10 km, ohne Belastung -- 5,89 5,27 5,24 5,26 5,31 
1. XII. 1 Std. Marsch, 
4 km, auf der Tretbahn — 6,00 5,57 5,29 5,31 - 
a ee -- 5,49 5,56 5,42 5,36 


Wie aus denselben zu ersehen ist, steigt die aktuelle Aziditat des 
Harns wiahrend des Marsches an (Abb. 1); aber es ist kein Unterschied 
zwischen dem 5- und 10-km-Marsch in bezug auf die GréBe der H’-Kon- 
zentrationsanderung merkbar. 


Anders wird die Sache, wenn wir den absoluten Anstieg der H’ 
in beiden Fallen betrachten. Bei einem 5-km-Marsch steigt die absolute 
Menge der im Harn ausgeschiedenen H’ bedeutend weniger, als beim 
10-km-Marsch an (+- 0,20 gegen +- 0,49 und + 0,92 millionstel Gramm- 
ion. Vgl. Tabelle ITT). 


Tabelle II. 


Die aktive Reaktion (pq) des Harns vor und nach der Arbeit. 
Versuchsperson S. (Nr. 3). 





1-Std.- 
Periode 


1/9sStundenperiode 





1/, Std. Unmittel- 


; 30 Min. 1 Std. 11/, Std. | 21/» Std. 
Am Pa ro e vor || nach y mall nach ios nech im nach dem 
pnw goin | Laufen Laufen Lauten Laufen ' 
Pu PH PH PH PH Pu 
17. XII. 2 Min. Laufen 
ee a ee 5,50 5,56 5,26 5,28 5,47 5,39 
20. XII. 3 Min. Laufen 
wt ae _ 5,55 4,89 5,01 0,45 5,57 
13. XII. Ruhe. 5,33 — 5,33 -- 5,36 
27. XI. ma 5,24 — 5,26 _ 5,24 — 


Am starksten wird die Harnreaktion durch einen 700-m-Lauf 
beeinfluBt (Tabelle II, Abb. 2). Etwas weniger durch einen 500-m-Lauf; 
Biochemische Zeitschrift Band 216. 97 
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Tabelle III. 


Absolute Menge der Wasserstoffionen (in millionstel] Grammion) vor und 
nach der Arbeit. Versuchsperson S. (Nr. 3). 





1-Stundenperiode 
Vor der In der In der 1 Std. nach Arbeit 
Arbeit 1.Stunde | 2. Stunde Beendigung 
i d. Marsches | d. Marsches d. Marsches 





re a eg al eG 5,49 5,28 5,36 5,52 

EL -& 4... ah 0 + vie wee 1 OR. (44.907 130. 10° ¢. Te. 
cem Harn . Fee 142 186 86 95 10 km Marsch 
0,000 001 g-Ion H' . . 0,47 0.96 0,39 0,28 

Sp 6 heist 5,89 5,27 5,24 5,26 

PPE d ow «ow « ote » dee” | Oeuno’ 107.20°° (32. te 24. XI. 
oom Wm. sw 185 215 98 87 10 km Marsch 
0,000 001 g-Ion H’ . . 0,24 1,16 0,56 0,48 

ie te 3 a teed a 6,00 5.57 5,29 5,29 

i) o « + w+ «s « DAE lee ee 1a. ae laa.ae 1. EU. 
a 102 116 -- 67 4km Marsch 
0,000 001 g-Ion H’ . . 0,10 0,30 — 0,34 
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Anderung der Wasserstoffionenkonzentration im Harn der Versuchsperson S. (Nr. 3) beim 500- 
und 700-m-Lauf. 


dasselbe gilt auch fiir die absolute Menge der H-lonen (Tabelle IV). 
Der Unterschied zwischen den absoluten Mengen der H-Ionen in diesen 
Fallen ist aber nicht so groB. 


Zwei andere Personen wurden nur wahrend des Marsches unter- 
sucht. Bei Person 7’. (Nr. 2) steigert der 10- sowie 4-km-Marsch auf 
der Tretbahn die Harnaziditat betrachtlich (Abb. 3 und 4, Tabelle V, 
VI), namlich der langere starker als der kiirzere. Doch die Berechnung 
der absoluten Quantitaét der H-lonen zeigt, daB die Ausscheidung 
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Absolute Menge der Saéurediquivalente (in millionstel Grammion) vor und 


nach der Arbeit. Versuchsperson S. (Nr. 3). 




















3),Minutenperiode 
gas feo : , Arbeit 
Vor der Arbeit Laufen ! “———-> dem 
Pu . 5.56 5.26 5,28 
{H’] 2,7. 10-* §,5.10-° 5,2. 10-6 17. XII. 
ecm Harn . aa 103 137 100 500 m Laufen 
0,000 001 g-lon H’ 0,27 0,75 0.52 
A oa erie ee 5.55 4,89 5.01 
| SRS ie 1,3. 10-8 9,8. 10-6 20. XII. 
ecm Harn. ..... 136 137 80 700 m Laufen 
0,000 001 g-lon H’ 0,38 1,78 0,78 
Pu . 5,49 5,56 
[H’] $8 .10-¢ 2.8 .10-¢ 8. XII. 
cem Harn . ve 85 90 Ruhe 
0,000 001 g-lon H’ 0,28 0,25 
70-10°| ——+ . 
5070°|\——+ 
re 
S | 
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Abb. 3. 


Wasserstoffionenkonzentration im Harn der Versuchsperson 7. (Nr. 2) beim 10skm.Marsch 
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Wasserstoffionenkonzentration im Harn der Versuchsperson 7. (Nr.2) beim 4*skm+Marsch auf 


der Tretbahn. 


der aktuellen Saéure vor und wahrend der Arbeit beinahe gleich ist, 


wie es z. B. die Versuche des 8. 


und 20. Dezember (Tabelle VII und 


VIII) zeigen; auch ist jetzt kein Unterschied zwischen dem 10- und 





4-km-Marsch zu sehen. 
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Die aktuelle Reaktion (pq) des Harns vor und nach der Ar 


M. S. Resnitschenko: 


Tabelle V. 


Versuchsperson 7’. (Nr. 2). 





Arbeit 


11. XII. 2 Std. Marsch, 
10km, mit 21 kg Be- 
lastung . . raat Se PRS 

8. XII. 2 Std. Marsch, 
10km, mit 12kg Be- 
AEP re 

6. XII. 2 Std. Marsch, 
10 km, mit 21 kg Be- 
PSS SRE Sage 

13. XII. 2 Std. Marsch, 
10km, ohne Belastung 

24. XI. 2 Std. Marsch, 
10 km, ohne ssp 

29. XI. Ruhe . 

a ie 


Die aktuelle Reaktion (pq) des Harns vor und nach dem Marsch auf der 


1-Stundenperiode 





Unmittel- 
1 Std. vor 
bar vor 
a Anfang 


des 
Mareches Marsches 


1 Std. 2 Std. 


Pu Pu PH Pu 


— 6,24 5,58 5,36 


5,88 5,88 5,46 5,30 
5,44 5,41 5,21 5,15 
5,86 5,82 5,52 5,52 
5,63 5,77 5,72 5,52 

— 5,62 5,92 5,91 


Tabelle VI. 


Tretbahn. Versuchsperson J’. (Nr. 2). 


Marsch Marsch 





Arbeit 


1. Stundenperiods 


‘teh wee U amittels 


Anfang - Nari 1 Std. 


des Marsch 


des 
Marsches Pts 


20. XII. 1 Std. Marsch, 4km, auf 


der Tretbahn mit 28 kg Belastung -- 5,58 


_ 
or 
S 


18. XII. 1 Std. Marsch, 4 km, auf 


der Tretbahn mit 21 kg Belastung 5,94 6,00 5,52 
4. XTi. 1 Std. Marsch, 4km, auf 

der Tretbahn ohne ns ; 6,06 6,03 5,54 
22. XII. Ruhe. ; : — 6,11 6,04 


Versuchsperson B. (Nr. 1) reagiert auf dieselbe Arbeit auf andere 
Weise. Eine Stunde nach dem Anfang des Marsches beobachteten 
wir eine deutliche Abnahme der Aziditat, die ihr Maximum in der zweiten 
erreicht. Eine Stunde nach der Beendigung 
der Arbeit hebt sich die Harnreaktion wieder zur Norm (Tabelle IX, 


Stunde des Marsches 


Abb. 5). 
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Tabelle VII. 


Absolute Menge der Séureaquivalente (in millionstel Grammion) vor und 
nach der Arbeit. Versuchsperson 7’. (Nr. 2). 





1.Stundenperiode 
In d In d 1 Std. nach Arb 

—— 1. Stunde 2. Stunde codienas ot 

ener d Marsches d.Marsches d. Marsches 
ES ie 5s) Eel, See 5,52 5,37 5,32 5,49 8. XII. 
fH]}....... |8,0.10°* |43.10-¢ |4,8.10-§ |32.10-° 10km Marsch 
com Harn .... 90 66 65 55 mit 12 kg Be- 
0,000 001 g-Ion H’. 0,27 0,28 0,31 0,18 lastung 
ES ae ar eee 5,88 5,46 5,30 5,39 6. XII. 
fH] ......e« $18.10 |85.10-* |5,.0.10°* |41.10-* | 10km Marsch 
ecm Harn .... 138 81 64 47 mit 21 kg Be- 
0,000 001 g-Ion H’. 0,18 0,28 0,32 0,19 lastung 
ne oe ae ae me 5,41 5,21 5,15 5,26 F 13. XI 
Meh. sxe ew oe YORU 1 OS. 20% 1 0. 165.20 10 ‘ 4 M ial 
cem Harn .... 90 73 55 42 ' "B 1 +e 
0,000 001 g-Ion H’. 0,36 9,45 0,40 ees 
as 6 oe 5,82 5,52 5,52 5,89 24. XI 
EE 5 coe ey 0 wo ee ae ee ae 1 eee 1 ae ee 10 km. a 
cm Harn .... 190 145 96 100 whee A. score 
0,000 001 g-lon H’. 0,28 0,43 0,29 og os 
ae Poe ae 6,11 6,04 5,90 - 
et. «+ 03 « + fee” [eee | tee — 22. XII. 
ecm Harn .... 80 70 66 - Ruhe 
0,000 001 g-Ion H’. 0,06 0,06 0,07 


Tabelle VIII. 


Absolute Menge der Wasserstoffionen (in millionste] Grammion) vor und 
nach der Arbeit. Versuchsperson 7’. (Nr. 2). 








1-Stundenperiode 
In der : IE Arbeit 
Vor d ~ 1 Std. ch 2 Std ch 
Arbeit. Pig’ wesw od > der Arbeit der Arbeit 
7 SE See eae 5.85 5,50 5,53 — 
PET 4 0s 65s +. Hage aw |e eet lee ae — 20. XII. 
com Hern .... 80 30 82 _ 4km Tretbahn 
0,000 001 g-Ion H’. 0,12 0,10 0,09 _ : 
a ee en et 6,00 5,52 5,44 5,44 
Mea. os sw sw 1820? | SO. | 58. 10° | 36. 10°° 18. XII. 
ecm Harn .... 99 86 48 42 4km Tretbahn 
0,000 001 g-Ion H’. 0,09 0,26 0,17 0,15 
ae 6,03 5,54 5,45 5,42 
ih +. s « «« « (Oh. 20" (29.20* 188.10°° | 68.10-° 4. XII. 
ccm Harn .... 95 56 47 40 4km Tretbahn 
0,000 001 g-Ion H’. 0,09 0,16 0,17 0,15 
Rs kh 6 Fel ¢ se 6,03 5,38 5,52 5,52 
P< oc eso « POM, B07 148. 90° (80.10 | 30.10°° 27. XI. 
com Harn .... 190 112 102 80 5km Marsch 


0,000 001 g-Ion H’. 0,19 0,47 0,31 0,24 
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Der 4-km-Marsch auf der Tretbahn verursacht ebenso einen Abfall 
der Wasserstoffionenkonzentration (Tabelle X, Abb. 6). Zwei Stunden 
nach der Beendigung dieses Marsches erreicht die aktuelle Aziditat 
die Norm oder iiberschreitet sie. 
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Abb. 5. 
Wasserstoffionenkonzentration im Harn der Versuchsperson B. (Nr. 1) beim 10s+kmsMarsch 
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Wasserstoffionenkonzentration im Harn der Versuchsperson B. (Nr. 1) beim 4¢kmsMarsch 
auf der Tretbahn. 


Die absolute Menge der H-Ionen im Harn vor und nach der Arbeit 
im Falle des 10-km-Marsches bleibt dieselbe (Tabelle XI), obwohl die 
Ionenkonzentration etwas steigt (Abb. 6). Diese Steigerung der Kon- 
zentration ist also nur die Folge vom Sinken des Harnvolumens. 

Beim 4-km-Marsch auf der Tretbahn sinkt die absolute Menge 
der H-Ionen nach der Arbeit betrachtlich, die Ausscheidung der sauren 
Produkte vermindert sich im Verhaltnis zum Ruhezustand. Dieser 
Befund wird teilweise durch die Versuchsbedingungen erklart. Der 
Marsch auf der Tretbahn wurde im Zimmer bei 17°C durchgefiihrt. 
Unter solchen Umstanden schwitzte die Versuchsperson stark und das 
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Harnvolumen verminderte sich. Da der Anstieg der H-lonenkonzen- 
tration weniger intensiv als der Abfall des Harnvolumens war, so ver- 
minderte sich schlieBlich auch die absolute Menge der ausgeschiedenen 
H-Ionen. Die Exkretion von sauren Produkten regelte sich wahrschein- 
lich auf anderem Wege. 

IV. 

Die angefiihrten Versuche zeigen, daB bei Person S. (Nr. 3) die 
Harnreaktion durch die Arbeit am starksten beeinfluBt wird. Die 
kurze und intensive Arbeit (Laufen) verursacht einen erheblichen 
Anstieg der absoluten Menge von H-Ionen sowie der Konzentration 
derselben. Es gelingt auch, einen quantitativen Unterschied in bezug 
auf die Ausscheidung der Wasserstoffionen zwischen dem 700- und 
500-m-Laufen zu bemerken (vgl. Tabelle IV). 


Eine weniger intensive, aber langdauernde Arbeit — 10-km-Marsch 
— steigert die Ausscheidung der aktiven Saure weniger als Laufen, 
aber gréBer als ein lstiindiger 4-km-Marsch auf der Tretbahn. 


Zwei andere Versuchspersonen, 7. (Nr. 2) und B. (Nr. 1), sind ohne 
Zweifel bedeutend ausdauernder als S. (Nr. 3), aber um beide miteinander 
zu vergleichen, wendeten wir eine durchaus feine und empfindliche Methode 
an: namlich die Untersuchung des Gasstoffwechsels. Wir bestimmten den 
Energieverbrauch der beiden Versuchspersonen unter den streng gleichen 
Bedingungen wahrend des Tretbahnmarsches und in der Erholungsperiode. 
Die Tabelle XII enthalt die betreffenden Zahlen des Energieverbrauchs 
von B. und 7. in der Ruhe und Arbeit und in der Erholungsperiode. 


Tabelle XII. 
Energieverbrauch bei dem Marsch auf der Tretbahn (27 kg Belastung). 





Versuchsperson B. (Nr. 1) Versuchsperson 7. (Nr. 2) 





' com O Kalorien cem O Kalorien 
R. Q. pro Min. pro Min. R. Q. pro Min. | pro Min. 


| ieee han ee ee 0,85 260 1264 0,81 275 1323 
Wahrend des Marsches 0,98 1459 7319 0,93 1605 7912 
2. 1,06 412 2080 1,13 521 2631 
5. Minute der [ 093 850 | 1736 0,88 400 1960 
12.( Erholungsperiode | 0,93 301 1473 —s 0,88 395 1935 
30. 0,88 2038 1015 || 0,84 290 1406 


Entsprechend seinem héheren Kérpergewicht verbraucht 7. beim 
Marsche mehr Energie als B.; doch der gr6éBte Unterschied zwischen den 
beiden wird ersichtlich, wenn wir den Sauerstoff- und Energieverbrauch 
in der Erholungsperiode anschauen. 30 Minuten nach Beendigung der 
Arbeit ist 7’. (Nr. 2) noch nicht zur Norm gelangt. Bei Versuchsperson B. 
(Nr. 1) ist der O,-Verbrauch schon in der zwélften Minute der Erholungs- 
periode beinahe normal. Andere Versuche sprechen ebenso fiir einen gréBeren 
O,-Verbrauch bei 7. im Vergleich zu B. 
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Durch diese Versuche sind wir berechtigt, den SchluB zu ziehen, 
daB 7. (Nr. 2) weniger ausdauernder als B. (Nr. 1) ist. Wie aus den Ta- 
bellen VII, VIII und XT zu ersehen ist, scheidet 7’. wihrend der Arbeit 
mehr aktive Saure aus als B., obwohl es auch Ausnahmen gibt. Namlich 
in zwei Fallen (8. und 11. Dezember) war keine Zunahme der absoluten 
Menge der H-Ionen wahrend der Arbeit zu bemerken, doch regelmabig 
beobachteten wir bei 7. die Steigerung der Saureausscheidung. 

Bei Versuchsperson B. beeinfluBt die Arbeit die Ausscheidung 
der aktiven Saure praktisch gar nicht, die absolute Menge der H’ im 
Harn vor und nach dem Marsch bleibt fast dieselbe. In einem Falle 
(Tretbahnmarsch) notierten wir sogar einen Abfall der Sauremenge. 

Die Kurve der H-Konzentration im Harn steigt bei 7. direkt 
empor, bei B. dagegen sinkt sie am Anfang der Arbeit und hebt sich 
erst spiter. Diese Form der Kurve ist der bei der ,,starken‘‘ Gruppe 
in unserer ersten Untersuchung ahnlich (1. Mitteilung). 

Was die Ursache dieser Alkalisierung des Harns betrifft, die sehr regel- 
maBig bei den ausdauernden und starken Subjekten vorkommt, so kénnen 
wir tiber sie vorlaufig nichts Bestimmtes sagen. Vielleicht handelt es sich 
hier um eine Art von Hyperpnoe, die am Anfang der Arbeit geschieht, 
und die bekanntlich einen Abfall der H-Ionenkonzentration im Harn bewirkt. 
Das Schwitzen ist wahrscheinlich fiir die Ausscheidung der Saéure durch 
die Nieren auch nicht ohne Bedeutung. 


Die Ergebnisse dieser Versuche stimmen mit denen der ersten 
Mitteilung tiberein und lassen sich wie folgt zusammenfassen. 

1. Eine Arbeit von mittlerer Intensitat (zweistiindiger 10-km-Marsch 
mit Belastung) verursacht bei den Personen von mittlerer physischer 
Entwicklung ‘eine Steigerung der Ausscheidung von H’ im Harn. 
Dieselbe Arbeit bei den starkeren Subjekten bewirkt zuerst einen 
Abfall und dann einen Anstieg zur Norm der H’-Ausscheidung. 

2. Eine intensive und kurzdauernde Arbeit (700- und 500-m-Laufen) 
steigert die Konzentration sowie die absolute Menge der H’ im Harn. 

3. Das Bild der pg-Verschiebung des Harns wahrend der Arbeit 
gibt den Charakter dieser Arbeit wieder, und die absolute Menge der 
ausgeschiedenen H-Ionen kann, unter vorsichtiger Betrachtung, von 
der GréBe der Ermiidung sprechen. 

Literatur siehe die vorhergehende Mitteilung S. 402. 


Uber die Malzamylase. VI. 


Von 
Th. Sabalitsehka. 


Adsorption 
der Amylase an Blutkohle und Kaolin bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration unter Beriicksichtigung der 
dextrinierenden und verzuckernden Wirkung.' 


Von 
Th. Sabalitsehka und R. Weidlich. 


(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 2. Mai 1929.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die beabsichtigten Versuche tiber die Méglichkeit der Trennung 
des dextrinierenden und verzuckernden Prinzips der Malzamylase 
durch Adsorption und Elution machten weitere Studien tiber die Adsorp- 
tion der Amylase nétig. Solche sind bereits von Th. Sabalitschka und 
K. Schulze in der dritten Mitteilung berichtet. Dort ist unter anderem 
gefunden, daB Tierkohle Amylase gut adsorbiert, neben der Amylase 
aber auch diejenigen Verunreinigungen derselben, welche aus alkalischer 
Jodlésung Jod aufnehmen. Ferner war beobachtet, daB Kaolin aus 
saurer Lésung Amylase ebenfalls gut adsorbiert, nicht aber auch aus 
neutraler, da zugleich die Wirkung der Amylase durch die saure 
Reaktion eine Schadigung erfahrt. Soweit die damals zur Ermittlung 
der nach der Adsorption dem Adsorptionsfiltrat noch zukommenden 
dextrinierenden und verzuckernden Wirkung benutzte Methode er- 
kennen lieB, fand stets eine ziemlich gleichmaBige Adsorption beider 
Prinzipien statt. Diese friiheren Beobachtungen waren eingehender 
zu priifen, insbesondere war die fiir die Adsorption optimale Wasser- 


1 Mitteilungen I bis IV, Fermentforschung 8, 428 bis 473, 1925; Mit- 
teilung V, diese Zeitschr. 207, 476, 1929. 
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stoffionenkonzentration genauer zu ermitteln. Eine Nachpriifung der 
damals festgestellten Adsorption der Amylase aus saurer Lésung 
an Kaolin war auch deshalb angezeigt, da Liiers und Sellner! eine solche 
aus schwachsaurer Lésung verneinen. Im Gegensatz zu den Angaben 
dieser Forscher stehen allerdings die Angaben von v. Euler? und die 
Versuchsergebnisse von L. Michaelis und M. Ehrenreich*, ferner von 
H. Pringsheim, A. Genin und R. Perewosky*, nach denen Malzamylase 
nur aus saurer, nicht aber aus neutraler oder alkalischer Lésung von 
Kaolin adsorbiert wird, mit unserer damaligen Beobachtung in Uber- 
einstimmung. 

Als Adsorbentien benutzten wir Blutkohle und Kaolin. Die an- 
gewandten Blutkohlemengen, auch die Héchstmenge von 360 mg 
Kohle auf 50 mg Diastase, also ein Verhiltnis 7 Adsorbens: 1 Diastase, 
in 50 cem Adsorptionsvolumen, adsorbierten Amylase bei dem natiirlichen 
pa der Adsorptionsgemische von 6,2 bis 6,0 nicht merklich. Bei der 
Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration des Adsorptionsgemisches 
auf py 3,2 bis 3.8 durch Pufferzusatz und Anwendung von Blutkohle 
bis zur Héchstmenge von 360 mg auf 100 mg Diastase in 50 cem Adsorp- 
tionsvolumen fand allerdings eine Herabsetzung der dextrinierenden 
und verzuckernden Wirkung, aber nur bei den kleineren Kohlemengen 
statt. Die gleichmaBige Herabsetzung beider Amylasewirkungen bei 
den kleinen Kohlemengen und die gleichmaBige Erhéhung bei den 
gréBeren Kohlemengen erwiesen sich als ausschlieBliche Funktionen 
des py der Adsorption und der Amylolyse. Eine Adsorptionswirkung 
der Blutkohle war auch hier nicht bemerkbar. Durch Anpassung der 
angewandten Puffer an die py-Veranderung durch die verschiedenen 
Blutkohlemengen gelang es, den py in den einzelnen Adsorptions- 
fliissigkeiten und amylolytischen Reaktionsgemischen gleichmaBbig zu 
halten. Hier war nun eine Adsorption der Amylase durch gréBere Kohle- 
mengen festzustellen. So setzte die Adsorption von 200 mg Diastase 
an 800 mg Blutkohle bei py 3.2 die dextrinierende und verzuckernde 
Wirkung der Diastaselésung erheblich herab. Die hier benutzte Blut- 
kohle zeigte gegeniiber Amylase ein erheblich geringeres Adsorptions- 
vermégen als die friiher zu den gleichen Versuchen angewandte Tier- 
kohle. 

Starker war die Adsorption der Amylase an Kaolin bei saurer 
Reaktion des Adsorptionsmediums. Tabelle I zeigt die nach der 
Behandlung von 40 ccm verschieden gepufferter 0,1°,iger Diastase- 
losung mit ansteigenden Kaolinmengen restierenden verzuckernden 


1 Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 1925; Chem. Centralbl. 1925, II, 402. 
2 H. v. Euler, Chemie der Enzyme, 1. Teil, Miinchen 1920, 8. 88. 
3 Diese Zeitschr. 10, 286, 1908. 
* Ebendaselbst 164, 117, 1925. 
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Tabelle I. 
; Kaolin se : Pu der Adsorption 
mg 6,2 5,0 4,5 40 3,7 3,4 32 | 3,0 28 


Kontrolle I 93 99 122 135 = 141 157 177 | 990 
II 


100 «6.100 | «100 100s 100s 100 = 100 | 100 | 100 
40 — 94 93 giw\|— — | — _ 
50 100 one 81 _ : 9% 99) 9 80 
60 — 91 80 eo; 686i — _ : 
65 — — — 86 82 s9 | | — 

75 100 — 67 62 32 \| - - - 
80 _ 85 #6 | — 7 | | _ 
90 — 79 oe}; — 57 8 | 9|] — 

100 — 60 7/— 44 79 «86 | «9 80 

110 _ — — 4 19 75 2 - 

125 96 26 6; — — — _ _ 

150 — 10 2 3 2 5 50 | — 

180 | 88 — _— — — — 5 | — — 

200 = 3 — _ — — 3 si; — 
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Wirkungen, bezogen auf die gleich 100 gesetzte Wirkung (Kontrolle IT), 
welche wir bei der genau denselben Bedingungen, aber ohne Adsorbens- 
zusatz unterworfenen Amylaseliésung feststellten. Die Amylaselésungen 
waren nur wahrend der Adsorption der Einwirkung der verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentration unterworfen, vor der Amylolyse fand 
stets eine Umpufferung auf den optimalen py von 4,85 statt. Unter 
Kontrolle I sind, ebenfalls bezogen auf die gleich 100 gesetzte ver- 
zuckernde Wirkung von Kontrolle II, die verzuckernden Wirkungen 
angegeben, welche wir bei denselben Amylaselésungen unter denselben 
Bedingungen, aber ohne vorherige Einstellung auf einen anderen als 
den optimalen Amylose-py von 4,85 erhielten. 

Die Unterschiede zwischen Kontrolle I und II lassen die Schadigung 
der verzuckernden Wirkung der Amylase durch die voriibergehende 
Einwirkung héherer Wasserstoffionenkonzentration deutlich erkennen 
Schon bei px 4,0 ist eine geringe Schadigung zu beobachten; hier verhiilt 
sich die Wirkung der dem px 4,0 ausgesetzten Amylase zu der Wirkung 
einer nur dem pg 4,85 unterworfenen Amylaselésung wie 1: 1,2, bei 
pu 3,0 wie 1: 1,8, bei px 2,8 wie 1:10. Durch pg 2,8 ist somit die 
verzuckernde Wirkung der Amylaselésung auch ohne Zusatz des Ad- 
sorbens gréBtenteils aufgehoben, hier sind daher auch die Unterschiede 
in der verzuckernden Wirkung nach Anwendung steigender Adsorbens- 
mengen absolut nur mehr gering. Gemessen an der restierenden ver- 





ahs 


+ ADN SEN 


Abbawe 





zuck 
Du 4 
der 

Wir! 
Abb 


ccm nfo Jod/ésung 





~ ™ 


7 Ow 7 | 


verz 
dene 
zur 
mete 
bild 
von 
Fart 
die 








2,8 


390 
100 


80 


II), 
ens- 
igen 
nen 
fand 
nter 
ver- 
igen 
lben 

als 


nung 
nde 
nen. 
halt 
ung 

bei 

die 
Ad- 
iede 
ens- 
ver- 








££ ARAN GEN 


Abbauwzah/ 


Uber die Malzamylase. VI. 417 


zuckernden Wirkung betragt der fiir die Adsorption an Kaolin optimale 
pu 4,5 bis 4,0. Da aber durch py 4,0 bereits eine geringe Schidigung 
der verzuckernden, eine etwas gréBere Schadigung der dextrinierenden 
Wirkung stattfindet, ist py 4,5 fiir die Adsorption vorzuziehen. In den 
Abb. 1 bis 5 sind die Kurven der Abnahme der dextrinierenden und 
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verzuckernden Wirkung mit ansteigenden Kaolinmengen fiir die verschie- 
denen Adsorptions-py dargestellt. Als Ordinaten sind aufgetragen die 
zur Oxydation der jeweils gebildeten Maltose benétigten Kubikzenti- 
meter n/10 Jodlésung, ferner die Starke-Abbauzahlen der Dextrin- 
bildung und Dextrinspaltung, die wir durch Vergleich der bei Zusatz 
von Jodlésung zum amylolytischen Reaktionsgemisch eintretenden 
Farbung mit kiinstlichen Farbenskalen ermitteln. Als Abszissen sind 
die Kaolinmengen aufgetragen. In die Abbildungen sind auch auf- 
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venommen die MeBzahlen, die wir fiir die dextrinierende und _ ver- 
suckernde Wirkung bei den vorher definierten Kontrollversuchen I 
ind II erhielten; so soll der EinfluB der verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentration auf die beiden Amylasewirkungen demonstriert werden. 

Bei Adsorptions- py 6,2, 5,0 und 4,5 sehen wir kaum eine Schadigung 
der beiden Amylasewirkungen, ferner eine ganz gleichmaBbige Abnahme 
beider Wirkungen mit steigender Kaolinmenge. Wie schon aus Tabelle I 
fiir die verzuckernde Wirkung ersichtlich, nimmt die Herabsetzung 
beider Wirkungen, also die gleichmaBige Adsorption beider Amylase- 
prinzipien durch Kaolin von py 6,2 bis py 4,5 zu. Bei py 4,5 ist bereits 
eine allerdings nur schwache Schadigung der dextrinierenden Wirkung 
bemerkbar, bei py 4,0 setzt die Schadigung beider Amylasewirkungen 
ein, und zwar wird die dextrinierende Wirkung mehr geschadigt als die 
verzuckernde, was auch S. Nishimura! beobachtete. Die Adsorption 
ist fiir beide Wirkungen aber sonst ahnlich der Adsorption bei pg 4,5. 
Bemerkenswert ist die Parallelitat und die enge Annaherung der 
Adsorptionskurve der nach der Schadigung durch py 4,0 noch be- 
stehenden dextrinierenden Wirkung und der Adsorptionskurve der 
verzuckernden Wirkung von 70 bis 100mg Kaolin, also bis zur 
fast vollkommenen Adsorption beider Wirkungen. Bei Adsorptions- 
pu 3,7, 3,4 und 3,2 nimmt die Schaidigung beider Amylasewirkungen 
durch die Wasserstoffionenkonzentrationen langsam zu und riicken die 
Adsorptionskurven beider Wirkungen mehr und mehr auseinander, 
wahrend die Parallelitat zwischen beiden Kurven weiter besteht. Erst 
bei Adsorptions-py 3,0 ist die mittels der Jodfarbungen gemessene 
dextrinierende Wirkung nunmehr scheinbar vollkommen aufgehoben, 
die verzuckernde aber erst auf ungefahr die Halfte herabgesetzt. Bei 
pu 2,8 verhalten sich dann beide Wirkungen wieder iibereinstimmend, 
indem jetzt auch die verzuckernde Wirkung durch die hohe Wasser- 
stoffionenkonzentration wihrend der Adsorption fast ganz. zerstért 
wird. Diese Herabsetzung der Amylasewirkungen durch voriibergehende 
Einwirkung héherer Wasserstoffionenkonzentrationen ist deutlich auch 
von der Dauer dieser Einwirkung abhingig, weshalb wir bei unseren 
Versuchen die Einwirkungsdauer stets gleichmabig auf 3 bis 4 Stunden 
hielten. Mit dem Sinken des py unter 4,0 nimmt die Herabsetzung 
der verzuckernden Wirkung durch das Adsorbens wieder ab, sinkt somit 
die Adsorption des verzuckernden Prinzips durch Kaolin wieder, was 
sowohl die Kurvenbilder wie die Zahlen der Tabelle I zeigen. Die starkste 
Adsorption beider Amylasewirkungen durch Kaolin sehen wir bei 
Pu 4,5 und 4,0, wo durch 100 bis 150 mg Kaolin 40 mg Diastase fast 
vollkommen adsorbiert werden. 


! Diese Zeitschr. 200, 81, 1928. 
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Das bei den Versuchen mit dem Adsorptions- py 6,4 bis 4,5 gefundene 
enge Zusammenliegen der Adsorptionskurven fiir die dextrinierende 
und verzuckernde Wirkung der Amylase spricht dafiir, daB beide Wir- 
kungen von einem Enzym ausgeiibt werden. Dafiir spricht auch die 
zwischen den beiden Kurven bestehende Parallelitat bei Adsorptions-p, 
4,0 bis 3,2, wo die Kurven mehr und mehr voneinander abriicken. Aus 
dem verschiedenen Verhalten der dextrinierenden und verzuckernden 
Wirkung von Adsorptions-py 4,0 bis 3,0 kénnte man andererseits 
schlieBen wollen, daB beide Wirkungen durch zwei verschiedene Enzyme 
bedingt sind. Wir halten einen solchen Schlu8 nicht fir berechtigt, die 
ausfiihrliche Begriindung dieser unserer Auffassung soll eine folgende 
Mitteilung bringen. 

Versuche. 


Im Prinzip ist die Methodik der Versuche folgende : Die genau gewogenen 
Adsorbensmengen werden in gleichartige Zentrifugierréhren gegeben und 
zundchst mit 5cem Wasser gut angeschiittelt, dann wird die Pufferlésung 
(falls eine solche angewandt wird), die zur Erganzung auf das gewiinschte 
Adsorptionsvolumen nétige Wassermenge und schlieBlich die Amylaselésung 
zugegeben ; die so beschickten Réhren schiitteln wir sofort bestimmte Zeiten 
bei Zimmertemperatur gleichmaBig auf der Schiittelmaschine und zentri- 
fugieren sie unmittelbar darauf 10 bis 20 Minuten. Die Lésung wird durch 
Fiitration vollkommen geklart, in je einer Filtratprobe der pq urd das 
Jodbindungsvermégen bestimmt und in der Hauptmenge des Filtrats die 
dextrinierende und verzuckernde Restwirkung ermittelt. Fiir diese Ermitt- 
lung ist eine Mischung vorbereitet, die aus 20 ccm 1,25% iger Starkelésung, 
bei einem Teil der Versuche auch aus der zur beabsichtigten Umstellung 
der Wasserstoffionenkonzentration des Filtrats nétigen Puffermenge und 
so viel Wasser besteht, ferner so erwarmt ist, daB nach Hinzupipettieren des 
Adsorptionsfiltrates das Volumen des amylolytischen Reaktionsgemisches 
50cem und seine Temperatur 37° betrigt. 12 ccm des so erhaltenen Ge- 
misches dienen zur pq-Bestimmung, die restierenden 38 cem zur Ausfiihrung 
der Amylolyse bei 37°. Zur Ermittlung der dextrinierenden und _ ver- 
zuckernden Restwirkung entnehmen wir innerhalb einer Versuchsreihe 
nach gleichen Reaktionszeiten gleiche Mengen der zu analysierenden 
Fliissigkeiten und stellen einerseits gemaB unserer fiinften Mitteilung die Jod- 
dextrinfarbung mit Hilfe von Skalen fest, andererseits gemaB den Angaben 
unserer fiinften Mitteilung die zur Oxydation der vorhandenen Maltose be- 
notigten Kubikzentimeter Jodlésung, die wir stets auf 50 ccm amylolytisches 
Reaktionsgemisch berechnen. Die benutzten Stoffe und die einzelnen 
Jerfahren haben wir in der fiinften Mitteilung eingehend beschrieben. 

Uber die zur Einstellung des Adsorptionsgleichgewichtes nétige 
Schiittelzeit gehen die Ansichten der verschiedenen Forscher auseinander 
(vgl. dariiber Mitteilung ITI, S. 458). Neuerdings bezeichnet Zerline Unna' 
fiir die Adsorption der Pankreasamylase an Tierkohle bei Zimmertemperatur 
eine Schiittelzeit von 60 Minuten als geniigend, H. Liiers und EL. Sellner* 
stellten fest, daB beim Schiitteln von Malzamylaselésung mit Tonerde 
wahrend 60 Minuten nur wenig mehr adsorbiert wird als wihrend 30 Minuten. 


1 Diese Zeitschrift 172, 392, 1926. 
2 Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 1925; Chem. Centralbl. 1925, II, 402. 
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Um die beobachteten Adsorptionen nach oben abzugrenzen, ermittelten 
wir die Wirkungswerte der Amylaselésung ohne Vorbehandlung mit dem 
Adsorbens. Im iibrigen wurde auch bei Abwesenheit von Adsorbens die 
Amylaselésung genau so vorbehandelt wie bei Zusatz der verschiedenen 
Adsorbensmengen ; allerdings zeigte sich im Verlauf der Arbeit, da ein 
von vornherein nicht ohne weiteres ausschlieBbarer EinfluB des Schiittelns 
oder Zentrifugierens auf die Aktivitét der Amylase nicht besteht. 

Da auch die Starke und die Amylase geringe Mengen Jod binden, 
muB diese Bindung bei der jodometrischen Maltosebestimmung beriicksich- 
tigt werden. Nicht erwies es sich zweckmabig, dieses Jodbildungsvermégen 
im fertigen Gemisch von Starke- und Amylaselésung unmittelbar nach 
dem Mischen zu bestimmen, da bei hoher Amylasekonzentration dabei, 
wie wir feststellten, doch schon eine teilweise Spaltung der Starke statt- 
findet, die mit der Amylasekonzentration ansteigt. Besser ist es, den so- 
genannten Leerlauf durch Addition der von der Starke- und Amylaselésung 
getrennt aufgenommenen Jodmengen zu ermitteln. Wir priiften daher das 
Jodbindungsvermégen der Amylaselésung nach ihrer Trennung vom Ad- 
sorbens, ebenso das der angewandten Starkelésung und berechneten durch 
Addition beider Werte den Jodverbrauch des Stirke-Amylase-Gemisches ; 
dieser Betrag war von dem bei der Titration der Maltose gefundenen Jod- 
verbrauch abzuziehen. Es sei auf das hieriiber in unserer fiinften Mit- 
teilung Gesagte verwiesen. 


1. Adsorption an Blutkohle. 

Zu den Versuchen dienten zwei Lieferungen Blutkohle (Kahlbaum), 
fiir die Versuche ohne Pufferung und die erste Versuchsreihe eine Kohle 
mit 22,6°,, Wassergehalt, fiir die weiteren Versuchsreihen eine Kchle 
mit 16°, Wassergehalt; der Wassergehalt der Kohlen wurde stets 
beriicksichtigt. Die dextrinierende Restwirkung ermittelten wir hier 
mit Hilfe der in unserer ersten Mitteilung (S. 433) angegebenen Skala. 


a) Adsorption ohne Pufferung. 
Adsorptions-pq je nach der Kohlemenge 6,2 bis 6,0; Schiittelzeit 
10 Minuten. 
Die Blutkohle zeigte unter diesen Bedingungen gegeniiber Amylase 
ein nur sehr geringes Adsorptionsvermégen. 


b) Adsorption mit Pufferung. 
1. Versuchsreihe. 
Beschickung der Schiittelréhren: Ansteigende Mengen Blutkohle 


+ 15cem Wasser + liccm Puffergemisch (4cem Citrat + 6cem HCl, 
pa = 3,0) + 20cem filtrierte 0,5°%,ige Lésung von Diastase 1, Amylase- 
konzentration somit 0,2°,. Schiittelzeit 10 Minuten. 20ccm Filtrat 


dienten zur Amylolyse. Dauer der Amylolyse 25 Minuten. Tabelle I 
gibt die nach der Adsorption an die verschiedenen Kohlemengen bei 
Beendigung der Amylolyse gefundenen Jodaufnahmen und Dextrinfarbungen 
an, wobei die direkt gebundenen Kubikzentimeter n/10 Jodlésung ohne 
Abzug des Leerlaufes vermerkt sind; ferner berichtet Tabelle II die ge- 
fundenen pg der Adsorption und der Amylolyse. 
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Tabelle 11. 
Blutkohle Direkt gebundene 
(wassertrei) n/10 Jodlésung Joddextrinstufe | Adsorptions=PH Amylolyse = Px 
mg com ' 
0 11.6 10 3,5 3,7 
40 8,0 5 8,2 3,4 
80 9,0 6 3,3 3, 5—3.6 
160 9,1 7 3,4 3,6 
240 10,0 8 3,6 3,6 
360 10,4 11—12 3,8 3.8 
Leerlauf 1,0 1 — -- 


Wir sehen hier zuerst ein Fallen der verzuckernden und dextri- 
nierenden Wirkung von dem Versuch ohne Kohle zu dem mit der kleinsten 
Kohlemenge, dann aber wieder ein Ansteigen mit steigenden Kohle- 
mengen. Die Kurven in Abb. 6 fiir die verzuckernde und die dextri- 
nierende Wirkung und die gefundenen py des amylolytischen Reaktions- 
gemisches lassen erkennen, da die Veranderungen der verzuckernden 
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und dextrinierenden Wirkung weniger durch die Adsorptionswirkung 
der angewandten Kohlemengen gegeniiber der Amylase bedingt sind, 
sondern vielmehr durch die Verschiedenheit des py im Reaktionsgemisch, 
Die dextrinierende Wirkung geht bei 360 mg Kohle, also der héchst- 
angewandten Kohlemenge, sogar iiber die Wirkung des Versuches ohne 
Kohle hinaus; daB die verbrauchten Kubikzentimeter n/10 Jodlésung 
nicht im gleichen Mafe ansteigen, macht die schon von Th. Sabalitschka 
und K. Schulze in der dritten Mitteilung beobachtete Adsorption der 
das Ferment begleitenden jodbindenden Verunreinigungen durch die 
Kohle verstandlich. 


Da die Veranderung des py durch die verschiedenen Blutkohle- 
mengen und die dadurch bedingte Veranderung der amylolytischen 
Wirkung die Adsorption der Amylase an der Kohle nicht erkennen 1aBt. 
muBte durch variierte Pufferung des Adsorptionsgemisches diese Stérung 
méglichst behoben werden. Es wurde so der Wasserstoffionenbindung 
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der Blutkohle durch Anwendung von Puffergemischen héherer Wasser- 
stoffionenkonzentration bei steigender Kohlemenge entgegengearbeitet. 
Es gelang, durch variierte Pufferung trotz Anwendung sehr verschiedener 
Kohlemengen einen gleichmaBigen Adsorptions-pq von 3,1 (— 0,1) 
und einen gleichmaBigen Amylolyse-pg von 3,3 (+. 0,1) zu erhalten, 
allerdings unter Anwendung einer nur 0,087°,, Diastase enthaltenden 
Adsorptionsfliissigkeit. Dabei fand aber eine starke Schidigung der 
amylolytischen Wirkung durch die hohe Wasserstoffionenkonzentration 
statt, daneben war allerdings eine Adsorption der Amylase an Kohle 
festzustellen (Schiittelzeit 10 Minuten); so war bei der Maximalmenge 
der Kohle, namlich 480 mg Kohle fiir 50 mg Diastase in 60 cem Adsorp- 
tionsvolumen, die an sich schon ohne Zusatz des Adsorbens geringe 
Menge gebildeter Maltose auf ungefihr die Hilfte gefallen. Es sei nur 
das Ergebnis einer Versuchsreihe mit etwas giinstigerem py im amylo- 
lytischen Reaktionsgemisch ausfiihrlicher mitgeteilt. 


2. Versuchsreihe. 


Beschickung der Schiittelréhren: Ansteigende Mengen Blutkohle 
+ 25cem Wasser + 15cem variiertes Puffergemisch + 20cem 1,0°% ige 
filtrierte Lésung von Diastase 1, Amylasekonzentration somit 0,33°%. 
Schiittelzeit 30 Minuten. 20ccm Filtrat dienten zur Amylolyse. Dauer 
der Amylolyse 25 Minuten. 


Tabelle ILI. 





Spalte 1 = angewandte Milligramm Blutkohle; 
sk 2a = Zusammensetzung des angewandten Puffergemisches ; 
mat 2b = px dieses Puffergemisches ; 
rm 3 = gefundener Adsorptions-pg; 
» 4 = % Amylolyse-pu ; 
99 5 = direkt gebundene Kubikzentimeter n/10 Jodlésung; 
* 6 = Summe der von 20 cem Adsorptionsfiltrat und 0,25 g Starke 
gebundenen Kubikzentimeter n/10 Jodlésung; 
o" 7 = gur Oxydation der Maltose verbrauchte Kubikzentimeter 
n/10 Jodlésung; 
a 8 = Joddextrinstufe. 
1 2a 2b 3 4 5 6 7 8 
0 3,85 Citr. + 6,15 HCl 2,8 3,2 3,5 11,9 1,7 10,2 8 
200 345 , +655 , 2,4 3,3 3,7 12,6 1,7 10,9 14 
400 3805 , +695 , 2,0 3,3 3,6 11,1 1,6 9,5 7 
500 | 305 , +695 , 2,0 3,3 3,7 12,2 1,4 10,8 11 
600 305 , +695 , 2,0 3,3 3,7 11,4 1,4 10,0 8 
700 | 280 , +7,20 , 1,8 3,2 3,7 10,1 1,3 8,8 4 
800 | 245 , +7,55 , 1,6 3,2 3,6 5,7 1,2 4.5 2 


Erst 800 mg Blutkohle adsorbierten bei pg 3,2 200 mg Amylase 
etwa zur Halfte. 
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2. Adsorption an Kaolin. 


Der Wassergehalt des Kaolins (Kahlbaum) betrug nur 1,1 °,, konnte 
daher vernachlassigt werden. 


Zur Ermittlung der dextrinierenden Restwirkung bedienten wir 
uns hier zum geringen Teil der in unserer fiinften Mitteilung fiir die 
Bestimmung der Dextrinierungskinetik angegebenen Skala, haupt- 
sichlich aber einer speziell fiir diese Adsorptionsversuche aus- 
gearbeiteten Skala. 

Bei der Aufstellung der neuen Skala war die Héchstkonzentration 
der Amylase und die Abstufung der Amylasekonzentration im Reaktions- 
gemisch, ferner die Dauer der Amylolyse so zu wahlen, dafi die dabei er- 
haltenen Jodfairbungen noch deutlich voneinander zu _ unterscheiden 
waren. Die Héchstkonzentration der Amylase im Reaktionsgemisch sollte 
zugleich wihrend der angewandten Amylolysedauer maximale Verzuckerung 
bewirken, die niedrigeren Amylasekonzentrationen sollten jeweils ein 
deutliches Sinken der gebildeten Zuckermenge von Konzentration zu 
Konzentration erkennen lassen. War so ein Vergleichsschema aufgestellt, 
so bestand auch die Méglichkeit, die Reaktionszeit den im Verlauf der 
Versuche gemachten Erfahrungen entsprechend zu verandern oder eventuel] 
fiir die Ermittlung der dextrinierenden und verzuckernden Wirkung ver- 
schiedene Amylolysedauer zu wahlen. Dabei ist nicht zu tibersehen, dab 
hier eine statische Methode der Ermittlung der beiden Amylasewirkungen 
vorliegt, nicht eine kinetische, wie wir sie in der vorhergehenden Mitteilung 
beschrieben haben ; es werden hie¢ ja auch die beiden Wirkungen gréBtenteils 
jenseits der Zoney des monomolekularen Reaktionsverlaufes ermittelt. 
Die so fiir die restierenden Wirkungen gefundenen Kurven zeigen immerhin 
einen derartigen Abfall der Dextrinierung und Verzuckerung mit steigenden 
Adsorbensmengen, da sie einen vergleichsmaBigen SchluB auf das An- 
steigen der adsorbierten Amylasemenge gestatten, wie schon ahnliche Ver- 
suche von Th. Sabalitschka und K. Schulze (III. Mitteilung) ergaben. Es 
sind die hier berichteten Untersuchungen iiberhaupt nur die Vorversuche 
fiir die weiter von uns ausgefiihrten Adsorptionen und Elutionen mit Er- 
mitthing der Reaktionskinetik. 


Der Aufstellung der Vergleichsskala legten wir folgende Versuchs- 
reihe zugrunde: 20cem 1,25°%ige Starkelésung, bcem 0,2°,ige filtrierte 


Lésung von Diastase 2, 5cem Pufferlésung (20 cem Citrat + 5cem HCl), 
(25 — b) cem Wasser. py = 4,85 (+ 0,05). 37°. Nach 25 Minuten 


Amylolysedauer stellten wir die Joddextrinfaérbung und nach 25,5 Minuten 
Amylolysedauer den Maltosegehalt des Reaktionsgemisches fest. Diesen 
wie auch die jeweilige Joddextrinfirbung gibt Tabelle IV an. 

Es ist bei der Héchstkonzentration der Amylase die maximale Ver- 
zuckerung erreicht. Bei der Joddextrinfarbung entsprechen die mit der 
Bezeichnung kinetische Skala versehenen Nummern den Farbungen der- 
selben Nummer der von uns in der fiinften Mitteilung definierten Skala 
fiir die Ermittlung der Dextrinierungskinetik. Da aber jene Skala nicht 
ausreichte fiir alle hier erhaltenen Farbungen, waren die iiber jene Skala 
hinausgehenden Farbungen neu festzulegen; sie sind durch die Bezeichnung 
Adsorptionsskala gekennzeichnet und unterschieden durch Nummern, die 
mit ansteigender Amylasemenge, also mit Fortschreiten der Dextrinierung 
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Tabelle IV. 





Amylase in 50 ccm Gefundene Maltose Joddextrinfirbung 
mg me 
1,5 93 Kinetische Skala blau 
3 143 . »  & 
6 169 Adsorptionsskala 6 
8 —_ m 8 
10 173 > 10 
12 _ ~ 12 
14 173 ‘i 14 
16 om v 16 
18 177 "i 18 
20 — " 20 
22 182 J 22 
22 Nach 3 Tagen erreichte Endfarbung E 


zunehmen bis zur Endfairbung E. Von 10mg Amylase ab nimmt die ge- 
fundene Menge Maltose mit steigender Amylasekonzentration nur mehr 
wenig zu, es ist hier eine bessere Differenzierung aber bei kiirzerer Dauer 
der Amylolyse zu erwarten. 

Wir legten die bei dieser Versuchsreihe erhaltenen Joddextrinfarbungen 
in einer kimstlichen Farbenskala fest. Zu ihrer Herstellung diente Cori- 
phosphin 0 Badische Anilinfabrik (Nr. 34 der Schultzeschen Farbstoff- 
tabellen, 2. Teil, 6. Aufl.). 0,5 g des Farbstoffes lésten wir unter Zuftigen 
von 5cem 85°, iger Ameisenséure zu 200 cem Wasser und gaben 5 Tropfen 
Chloroform hinzu. Diese Lésung ist bezeichnet mit C. Zur Erzsugung 
der schwach griinlichen Ténung diente die verdiinnte Methylenblaulésung 
der fiinften Mitteilung, die mit MW bezeichnet ist. Tabelle V gibt die Zu- 
sammensetzung der Farblésungen an, deren Farbung der in Tabelle IV 
mit der gleichen Nummer versehenen Joddextrinfarbung entspricht. 


Tabelle V. 


In 100cem Farbmischung sind enthalten: 





Adsorptionsskala : 6 8 10 12 14 16 18 20 22 E 
com C..... . || 69,0 | 85,7 | 20,0 | 14,7 | 10,2 | 86 | 5,2 | 56 | 52 | 2,15 
ee Is x6 os —_ — | 0,85 085 08) 08 08 | 0,7 0,7 | 0,15 


Die Vergleichsfarbe E entspricht dem nach 3 Tagen erreichten Joddextrin- 
endton des 22mg Amylase enthaltenden Reaktionsgemisches. Fiir die 
Aufbewahrung der Vergleichsfarben und die Anstellung des Vergleiches gilt 
das in der fiinften Mitteilung dariiber Gesagte. Die Farblésungen zeigten 
zwar bald nach der Herstellung zum Teil einen geringen Niederschlag, 
der unberiicksichtigt bleiben konnte; nach einer Aufbewahrungszeit von 
2 Monaten waren naimlich alle Farbungen noch unverandert. 


Im Gegensatz zu den Versuchen mit Blutkohle wurde hier das amylo- 
lytische Reaktionsgemisch vor der Amylolyse stets auf den optimalen py 
umgepuffert ; dies war einfach, da Kaolin den py der Adsorptionsfliissigkeit 
nicht veranderte wie Blutkohle. Die Einstellung des py der Amylolyse 
wie auch der Adsorptionsfliissigkeit geschah mit Citrat-HC]-Puffer. Zur 
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Umpufferung der Adsorptionsfiltrate héherer Wasserstoffionenkonzentration 
auf pa = 4,85 nach der Adsorption wurde die entsprechende Citratmenge 
zugesetzt (= Citrat additiv). Wie friiher festgestellt ist (V. Mitteilung, 
Versuchsteil Tabelle V) bewirkt ein Zusatz von 5 ccm Puffergemisch (8 cem 
Citrat + 2cem HCl) auf 50cem amylolytisches Reaktionsgemisch einen 
pu von 4,85. Bezeichnet a die Citratmenge, b die HCl-Menge, so gilt fiir 
pu = 4,85 die Gleichung a = 46 oder 6b = a/4. Sind Citrat und HCl im 
Adsorptionsgemisch in einem anderen Verhialtnis als 4 + 1, so ist bei HCI- 
UberschuB a+ 2= 46 oder a (Citrat additiv)= 4b—a, bei Citrat- 
iiberschuB 6 + y = a/4 oder y (HCI additiv) = a/4—b. Spater (8. bis 
12. Versuchsreihe) wurde der Berechnung der zuzusetzenden Citratmenge 
aber nicht das Verhiltnis 4 Citrat + 1 HCl zugrunde gelegt, sondern das 
Verhaltnis 4,2 bzw. 4,3 Citrat + 1 HCI, da sich ergab, daB so besser der 
gewiinschte py erreicht wird. Wenn zwar bei niederem pg die Diastaselésung 
eine starke Alkalisierung bewirkte, fiihrten doch auch in diesen Fallen 
die so berechneten Citratzusitze zu dem gewiinschten py = 4,85, da bei 
diesem pq der Alkalisierungseffekt der Diastaselésung gleich 0 ist. 

In den folgenden Tabellen sind unter Kontrolle Il die Werte 
angegeben, die wir fiir die in gleicher Weise, aber ohne Adsorbens 
vorbehandelten Amylaselésungen fanden; wahrend also bei Kontrolle II 
die Liésungen vor der Amylolyse der Einwirkung derselben Wasser- 
stoffionenkonzentration, wie die mit Kaolin geschiittelten Lésungen 
ausgesetzt waren, sind unter Kontrolle I die Werte berichtet, die wir 
ohne vorherige Einstellung der Lésung auf einen von dem optimalen 
Amylolyse-py verschiedenen pg, aber unter sonst gleichen Bedingungen 
erhielten. Diese Kontrolle I war nétig, um eventuelle Schadigungen 
der Amylase durch die fiir die Adsorption geltende Wasserstoffionen- 
konzentration zu erkennen. 


Durch Vorversuche war erst die geeignetste Amylasekonzentration 
und die giinstigste Zeitdauer der Amylolyse zu ermitteln. Es seien von 
diesen Versuchen nur einige mitgeteilt. 


3. Versuchsreihe. 


Beschickung der Schiittelréhren: Ansteigende Mengen Kaolin + 19 cem 
Wasser + 7,5 ccm Puffergemisch (3,4 cem Citrat + 6,6 cem HCl, py = 2,4) 
+ 1lcem filtrierte 1,0%ige Lésung von Diastase 2, Amylasekonzentration 
somit 0,29°%. Schiittelzeit 60 Minuten. 15 ccm Filtrat dienten zur Amylo- 
lyse. Citrat additiv 6,9cem. Dauer der Amylolyse 25 Minuten. Die Er- 
gebnisse berichtet Tabelle VI. 


Tabelle VI 14Bt eine Adsorption der Amylase kaum erkennen. 
Man sieht aus den Kontrollen II, Ila und ITb, daB das Schiitteln und 
Zentrifugieren die Wirkung der Amylase nicht beeinfluBt; die hohe 
Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Adsorption setzt die 
dextrinierende Wirkung der Amylase scheinbar stark herab, die ver- 
zuckernde weit weniger. Wiahrend Kontrolle I eine fast bis zur End- 
farbung verlaufende Dextrinierung zeigte, war bei Kontrolle II und 








de 
nui 
Ab 
ges 
Me 
0,1 
vol 
los 
ko1 
in 

sch 
unt 


ein 
ein 
ein 
dur 
un 
ion 


Wa 








n 
mn 


m 


d 
le 
ie 


1. 
d 








Uber die Malzamylase. V1. 427 


Tabelle VI. 
Spalte 1 = angewandte Milligramm Kaolin; 
» 2 = Adsorptions-pq; 
» 3 = Amylolyse-pq; 
» 4 = direkt gebundene Kubikzentimeter n/10 Jodlésung; 


ee Summe der von 15 ccm Adsorptionsfiltrat und 0,25 g Starke 
gebundenen Kubikzentimeter n/10 Jodlésung; 
» 6 = zur Oxydation der Maltose verbrauchte Kubikzentimeter n/10 


Jodlésung ; 
Joddextrinfarbung. 


. 
. 
1 
| 
| 





1 2 3 4 5 6 | 7 
Kontrolle I _— 5,1 11,8 1,0 10,8 Adsorptionsskala 22 
J II 3,1 4,8 9,3 0,3 9,0 | blau, fast kin. Skala 33 
Ila 3,1 4,9 9,2 0,3 8,9 PS = » 38 
IIb 3,1 49 9.3 0,3 9,0 r4 aA, a o ae 
60 3,1 4,9 8,9 0,3 8,6 blau 
120 3,1 49 8,7 0,3 8,4 n 
200 3,1 4, 9,0 0,3 8,7 n 


Ila. Nur gesaéuert und geschiittelt, nicht zentrifugiert. 
IIb. Nur gesauert, nicht geschiittelt, nicht zentrifugiert. 


den weiteren Versuchen, d. h. bei einer Einwirkung eines pg = 3,1 
nur eine blaue Joddextrinfirbung zu erzielen. Bemerkenswert ist der 
Abfall der eigenen Jodbindung der Filtrate bei den auf py = 3,1 ein- 
gestellten Amyleselésungen. Zieht man von den in Spalte 5 angegebenen 
Mengen Jodlésungen die der Starke zukommende Jodbindung von 
0,1 cem ab, so ergibt sich ein Fallen der Jodbindung der Amylaselésung 
von 0,9 auf 0,2 cem durch die starke Siuerung. Es war in den Amylase- 
lésungen auch eine EiweiSflockung durch die hohe Wasserstoffionen- 
konzentration deutlich bemerkbar. Bei der Ausdehnung der Amylolyse 
in diesem Reaktionsgemisch auf 22 Stunden fanden wir eine durch- 
schnittliche Jodbindung durch die Maltose (= Spalte 6) von 10,3 cem 
und Joddextrinfarbungen von Skala 35 bis 37 der kinetischen Skala. 


Die Schadigung durch die saure Reaktion bestand auch noch bei 
einem Adsorptions-pq von 3,5. Da wir bei diesem Versuch aber nur 
eine Amylasekonzentration von 0,07 °,, anwandten, war hier nun bereits 
eine starke Adsorption der Amylase durch gréBere Kaolinmengen, so 
durch 120 bis 160 mg, festzustellen. Bei einem Adsorptions-py 2,4 
und derselben Amylasekonzentration war durch die hohe Wasserstoff- 


ionenkonzentration jede Wirkung der Amylase aufgehoben. 


4. Versuchsreihe. 


Beschickung der Schiittelréhren: Ansteigende Mengen Kaolin + 20 cem 
Wasser + 5cem Puffergemisch (6,8cem Citrat + 3,2HCl, py = 4,4) 
+ 10 cem 0,25% ige filtrierte Lésung von Diastase 2, Amylasekonzentration 
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somit 0,07%. Schiittelzeit 60 Minuten. 1l5ccm Filtrat dienten zur 
Amylolyse. Citrat additiv 1,3 cem. Dauer der Amylolyse 25 Minuten. 
Die Ergebnisse berichtet Tabelle VII, wobei die Spalten den von Tabelle VI 
entsprechen. 


Tabelle VII. 





1 2 3 4 5 6 7 
Kontrolle I — | 485 | 11,0 0,3 10,7 | Adsorptionsskala 10 
‘ II 45 | 4,9 10,5 0,2 10,3 | i 8 
25 4.5 4,9 10,6 0,2 10,4 ‘ 7 
50 4,5 49 7,7 0,2 7,5 es 5 
75 45 | 49 0,3 0,1 0,2 blau 
100 4.5 49 0,2 0,1 0,1 e 
200 45 | 49 0,2 0,1 0,1 | . 


Hier fand nun keine erhebliche Schadigung durch den Adsorptions- py 
statt. Die Amylase wurde durch die steigenden Kaolinmengen in stei- 
gendem Mafe adsorbiert, die beiden Amylasewirkungen nehmen nach 
Spalte 6 und 7 gleichmaBig ab. ' 

Die Dextrinierung erreichte hier in den giinstigsten Fallen nur die 
Farbung der Adsorptionsskala 7 bis 10. Da es methodisch vorteilhafter 
erschien, die Dextrinierung weiter zu fiihren, stellten wir einen Versuch 
mit der doppelten Amylasekonzentration an. Nunmehr erzielten wir 
Farbungen der Adsorptionsskala 16 bis 22, andererseits entstand 
aber jetzt Maltose stets in groBen und daher wenig differenzierten Mengen. 
Daher war es fiir die weiteren Versuche vorteilhaft, die hdhere Amylase- 
konzentration zwar beizubehalten und die dextrinierende Wirkung 
nach einer Amylolysedauer von 25 Minuten zu ermitteln, die ver- 
zuckernde Wirkung aber bereits nach 5 bis 10 Minuten. 


Es waren noch die durch Zahlen ausgedriickten Fiarbungen der 
kinetischen Skala und der Adsorptionsskala zueinander in Beziehung 
zu bringen, damit die nach beiden Skalen definierten Firbungen zu 
einer Kurve vereinbar waren, die wieder mit der Kurve der Maltose- 
bildung verglichen werden konnte. Auf diese Weise sollten die nach 
der Adsorption jeweils restierenden dextrinierenden und verzuckernden 
Wirkungen miteinander verglichen werden, somit die durch die Ad- 
sorption bedingte Herabsetzung beider Wirkungen. 

Es wurden zwei Reihen von Versuchen angesetzt, deren Héchstgehalt 
von 21 mg Diastase in 50 ccm von Gemisch zu Gemisch um | mg fiel und 
nach einer Amylolysedauer von 10 Minuten die Verzuckerung, nach einer 
Amylolysedauer von 25 Minuten die Dextrinierung in diesen Gemischen 
ermittelt. Die Reaktionsgemische bestanden aus 20 cem 1,25°,iger Starke- 
lésung, 4cem Citrat, leem HCl, 25 — beem H,O und 6b cem filtrierter 
0,2%iger Lésung von Diastase 2. py = 4,85 (+ 0,05). Tabelle VIII be- 
richtet die aus beiden Versuchsreihen erhaltenen Mittelwerte. Zur Definition 
der Joddextrinfarbung sind hier Abbauzahlen eingefiihrt, um so alle bei 
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Tabelle VIII. 
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Diastase 2 im 


Zur Oxydation der Mal- 
tose verbrauch 


te 


Zum Aufhellen 


Reaktionsgemisch n/10 Jodlésung Abbauzahl benotigtes Wasser 
mg com ccm 
21 10,6 Endfarbung EF 
18 10,5 (Adsorptionsskala 22) 22 
16 10,4 ( 2 20) 20 - 
14 10,3 ( x 17) 17 
12 10.0 ( A 14) 14 
10 9,7 ( ms 11) 11 . 

8 9,0 ( ‘ 8) 8 

6 8,0 ( - 6) 6 - 
5 7,4 ( m 6) 5 5 
4 6.5 ( a 6) 4 10 
3 5,2 (Kinetische Skala 39) 3 25 
2 3.8 (blau) 2 70 
1 2.0 " 1 * 90 








den anschlieBenden Versuchen auftretenden Farbungen in einer Skala zu 
vereinigen. Die Abbauzahlen 22 bis 6 entsprechen den die gleichen Zahlen 
tragenden Teilen der Adsorptionsskala. Die unter Adsorptionsskala 6 
liegenden Joddextrinfarbungen werden bestimmt durch die Wassermenge, 
die zur Aufhellung der bei Zusatz von 2cem Jodlésung nach der fiinften Mit- 
teilung zu 10 ccm Reaktionsgemisch erhaltenen Farbung auf die Intensitat 
der Farbung von Adsorptionsskala 6 nétig ist. Waren dazu nétig 5 cem, 
so entspricht dies Abbauzahl 5, waren dazu nétig 10cem, so entspricht 
dies Abbauzahl] 4 usw. Abbauzahl 3 zeigt dieselbe Farbung wie kinetische 
Skala 39. Bei den sehwachsten dextrinierenden Wirkungen zogen wir zum 
Vergleich die Intensitaét der mit 10 cem 0,5°%, iger Starkelésung und 2 cem 
Jodlésung bei Zusatz von 100 ccm Wasser erhaltenen Blaufairbung heran. 
Ergab ein Zusatz von 70 cem Wasser zu der unter denselben Bedingungen 
mit dem amylolytischen Reaktionsgemisch erhaltenen blauen Lésung 
dieselbe Intensitét, so galt dies als Abbauzahl 2, gab erst ein Zusatz von 
90 ccm dieselbe Intensitaét, so galt dies als Abbauzah| 1. 
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Abb. 7. 


In Abb. 7 ist die durch diese Versuchsreihen fiir die abfallenden Diastase- 
mengen gefundene Beziehung zwischen den bei der Amylolyse unter diesen 
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Bedingungen gebildeten Maltosemengen und erreichten Abbauzahlen dar- 
gestellt. Als Ordinaten sind die zur Oxydation der entstandenen Maltose 


jeweils benétigten Mengen n/10 Jodlésung, als Abszissen die Diastasemengen 
eingetragen, und zwar bei letzteren die Differenz 21mg Diastase - 
angewandte Milligramm Diastase; diese Differenz wiirde ja bei den 
spiteren Versuchen dem adsorbierten Diastaseanteil entsprechen. Als 
Ordinaten sind auBerdem die den jeweils benétigten Kubikzentimetern 
Jodlésung entsprechenden Abbauzahlen aufgetragen. Abbauzahl 2 ist 
gleich kinetische Skala 33, Abbauzahl 3 ist gleich kinetische Skala 39, 
so daB zwischen beiden Abbauzahlen die Farbungen kinetische Skala 
34 bis 38 liegen. 

Fiir die folgenden Versuchsreihen, die sich nur in den bei der Adsorption 
herrschenden py unterscheiden, gilt folgende Methodik. Die Schiittelréhren 
werden beschickt mit ansteigenden Kaolinmengen, 25 ccm Wasser, 5 ccm 
Puffergemisch und 10cem 0,4°%iger filtrierter Lésung von Diastase 2; 
die Amylasekonzentration der Adsorptionslésung betragt somit stets 0,1 °. 
Schiittelzeit 60 Minuten. Die Zeit vom Fiillen der Schiittelréhren bis zur 
Umpufferung vor der Amylolyse, also die Zeit der Einwirkung der jeweiligen 
Wasserstoffionenkonzentration auf das Ferment betraigt 3 bis 4 Stunden. 
Das amylolytische Reaktionsgemisch besteht aus 20 cem Adsorptionsfiltrat 

20 cem 1,25°%iger Starkelésung + (10 x cem) Wasser + x cem Citrat 
additiv (oder HCl additiv). pg der Amylolyse 4,85 (+ 0,1). Temperatur 
37°. Zeitdauer der Verzuckerung 10 Minuten, Zeitdauer der Dextrinierung 
25 Minuten. Kleine Anderungen der Methodik sind besonders vermerkt. 


5. Versuchsreihe. 


Puffergemisch = 10,0 Citrat + 0,0 HCl; gefundener Adsorptions-py 
= 5,0; HCl additiv = 1,25 (da hier 10 cem Puffergemisch + 20 cem Wasser 
verwandt wurden). Ergebnisse Tabelle IX. 


Tabelle IX. 





| Zur Oxydation der Mals | 


Vv 4 | 
warts | = Nodioeung. | Abbauzahl 
mg com 
Kontrolle I | 10,0 18 
a II 10,8 18 
40 10,1 17 
60 9,8 12 
70 9,6 10 
80 9,2 8 
99 8,5 7 
100 6,5 4,5 
125 2,8 1 (Wasser 90) 
150 1,1 ee eee 
200 0,3 it -, RD 


6. Versuchsreihe. 


Puffergemisch = 6,8 Citrat + 3,2 HCl; gefundener Adsorptions-py 
= 4,5; Citrat additiv = 1,5. Ergebnisse Tabelle X. 
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Tabelle X. 





|, Zur Oxydation der Mal. 


= i 
— | ae Abbauzahl 

mg com 

Kontrolle I 9,9 17 

‘ 10.0 10 

30 91 9.5 

40 9,3 9.5 

50 8,1 8.5 

60 8.0 6.5 

75 6,7 6 

80 4.8 Kinet. Skala 38 

85 3,4 1.5 (Wasser 80) 
90 2,0 .-t-"5 ae 
95 1,9 »°* » 100) 
100 0,7 F< » °100) 
125 0,6 8 » 100) 
150 0,2 : t . 2 


7. bis ll. Versuchsreihe. 


7. Puffergemisch = 5,6 Citrat + 4,4 HCl; gefundener Adsorptions-pq 


= 4,0; Citrat additiv = 3,0. 


8. Puffergemisch = 4,8 Citrat + 5,2 HCl; gefundener Adsorptions-pg 


= 3,7; Citrat additiv = 4,25. 


9. Puffergemisch = 4,0 Citrat + 6,0 HCl; gefundener Adsorptions-pg 


= 3,4; Citrat additiv = 5,45. 


10. Puffergemisch 3,4 Citrat + 6,6 HCl; gefundener Adsorptions-py 


= 3,2; Citrat additiv 6,25. 


11. Puffergemisch = 2,7 


Citrat + 7,3 HCl; davon aber nur 4ccem zum 


Adsorptionsgemisch, ferner 26cem Wasser; gefundener Adsorptions-py 


= 3,0; Citrat additiv 5,75. 


Die Ergebnisse der Versuche 7 bis 10 sind in den weiter vorn gegebenen 
r . . + . . oss . 
Kurvenbildern und der dortigen Ubersichtstabelle berichtet; ausfiihrlicher 
sei hier nur das Ergebnis der 11. Versuchsreihe in Tabelle XI mitgeteilt. 


Tabelle XI. 





|| Zur Oxydation der Mal- 


Kaolin 1] tose verbrauchte 
n10 Jodlésung 
mg com 

Kontrolle I 9,9 19 
II 5.6 1 
50 5,3 1 
100 5,1 1 
140 3,8 1 
170 3,0 1 
200 1,0 1 
250 0,4 1 


Abbauzabl 


(Wasser 100) 
( Fs 100) 
( d 100) 
( 100) 
( ‘ 100) 
( 100) 
( F 100) 
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12. Versuchsreihe. 
Puffergemisch = 2,4 Citrat + 7,6 HCl; davon aber nur 4cem zun 
Adsorptionsgemisch, ferner 26ccm Wasser; gefundener Adsorptions-py 
2,8; Citrat additiv = 5,6. Ergebnisse Tabelle XII. 


Tabelle XII. 





Zur Oxydation der Mals 
Kaolin tose verbrauchte 


n/10 Jodlésung Abbauzahl 
mg com 
Kontrolle I 9.9 18 
‘a II 0,9 1 (Wasser 100) 
50 0,8 
100 0.8 = 
130 0,5 os 
160 0,4 — 
220 0,3 — 
250 0.2 — 


13. Versuchsreihe. 

Puffergemisch 8,8 primaéres Phosphat + 1,2 sekundares Phosphat ; 
davon 6cem zum Adsorptionsgemisch, ferner 24 ccm Wasser; gefundener 
Adsorptions-pqy = 6,2. Die Umpufferung geschah hier nach den Angaben 
von H. Pringsheim, A. Genin und R. Perewosky' fiir einen gewiinschten 
pu von 4,9 durch Zusatz von 3ccem einer Puffermischung von py = 4,0 
(d. i. 5,6 Citrat + 4,4 HCl). Amylolyse-py aber 4,4. Ergebnisse in Ta- 


belle XIII. 
Tabelle XIII. 





Zur Oxydation der Mals 


Kaolin orld Jedidecne” Abbauzahl 
mg ccm 
Kontrolle II 9,9 11—12 
50 9,9 10—11 
75 9.9 9—10 
125 9.5 8 
140 9,3 7 
160 9,0 6 
180 8,7 6 
220 8,4 5 
300 6,2 3—4 (Kinet. Skala 42) 
350 3,4 2 
400 1,1 1 (Wasser 100) 


Es ist in der Beschreibung der Versuchsreihen der jeweils in dem bereits 
mit Kaolin versetzten Adsorptionsgemisch gefundene py angegeben. Dieser 
stimmt mit dem fiir das angewandte reine Puffergemisch geltenden py 
nur bis zur 8. Versuchsreihe, also bis zum py 3,7 iiberein. Mit dem weiteren 
Ansteigen der Wasserstoffionenkonzentration macht sich aber der Alkali- 
sierungseffekt der Amylaselésung mehr und mehr bemerkbar, so dai der 
im Adsorptionsgemisch gefundene pq mehr und mehr von dem py des 
reinen Puffergemisches nach oben abweicht. 


1 Diese Zeitschr. 164, 125, 1926. 
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Zusammenfassung. 


1. Blutkohle adsorbiert Amylase bei py 6.2 bis 6,0 schlecht, besser 
bei Pu ha 

2. Kaolin adsorbiert Amylase stirker als Blutkohle. Die Adsorption 
an Kaolin nimmt von py 6,2 bis py 4,5 erheblich zu, bei weiterem 
Sinken des py auf 3,0 wieder etwas ab. Bei py 4,5 wird die angewandte 
Diastase Merck unter den Versuchsbedingungen durch die vierfache 
Gewichtsmenge Kaolin vollkommen adsorbiert. 

3. Zwischen einem Adsorptions-py von 6,2 bis 4,5 macht sich bei 
nachtraglicher Umpufferung auf den optimalen Amylolyse-pg vor der 
Amylolyse kaum eine Schadigung der dextrinierenden und verzuckernden 
Wirkung der Amylase bemerkbar. Durch einen Adsorptions-pq von 
4,0 werden beide Wirkungen geschidigt, und zwar die mit Hilfe der 
Jodfarbung gemessene dextrinierende Wirkung scheinbar* mehr als 
die verzuckernde. Beim weiteren Sinken des Adsorptions-py bis auf 
3,0 nimmt die Schadigung beider Wirkungen zu, die der dextrinierenden 
wieder rascher als die der verzuckernden. Bei einem Adsorptions- py 
von 2,8 sind beide Amylasewirkungen durch die Einwirkung der hohen 
Wasserstoffionenkonzentration fast vollkommen zerstért. 

4. Solange durch den py des Adsorptionsmediums die Amylase 
nicht geschadigt wird, nehmen die dextrinierende und verzuckernde 
Wirkung mit steigenden Kaolinmengen und mit sinkendem pg, iiber- 
einstimmend ab, so dab die fiir die Abnahme gefundenen Kurven fast 
zusammenfallen. Auch vom Auftreten der Schidigung an, also von 
pu 4,0 ab, nehmen die durch dig hohen Wasserstoffionenkonzentrationen 
an sich verschieden geschadigten Amylasewirkungen mit steigenden 
Kaolinmengen immer noch gleichmaBig ab; fallen auch die Kurven 
der beiden Wirkungen fiir die steigenden Kaolinmengen jetzt nicht mehr 
zusammen, riicken sie vielmehr mit sinkendem py mehr und mehr 
auseinander, so verlaufen sie dennoch parallel. 

5. Dieses Verhalten der dextrinierenden und verzuckernden Wirkung 
der Amylase bei der Adsorption an steigenden Kaolinmengen und bei 
steigender Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Adsorption 
spricht fiir die Einheit des beide Wirkungen ausiibenden Fermentes. 





P. Gy 

Gewe 

merk 

Phos 

auch 

Puri 

. konst 

Weitere Beitrige zum Nierenstoffwechsel wie « 
(Ammoniak-, Phosphatstoffwechsel, Zuckerverbrauch'). 
“ bare! 

Von iiber!] 

P. Gyérgy und W. Keller. Auto 

(Aus der Heidelberger Kinderklinik). nt 

ogisc 

(Eingegangen am 11. Mai 1929.) a 

Im Verlaufe besonderer, mit dem allgemeinen Wachstumsstoff- ca 


wechsel zusammenhangender Untersuchungen haben wir vor kurzem | 
den wichtigen Nebenbefund erhoben, wonach sich Nierenrinde und 





Nierenpapille bei der Ratte beziiglich ihrer Sauerstoffzehrung und Milch- yi 
siurebildung (beide manometrisch gemessen nach Warburg) véllig r me 
entgegengesetzt, sozusagen reziprok verhalten*. Wahrend sich die ie 
Nierenrinde in Ubereinstimmung mit Warburg? durch hohe Atmung eb 
(Qo, = — 20) und durch niedrige anaerobe Glykolyse (Milchsaurebildung i 
Qi? = + 6) auszeichnet, werden im Papillengewebe hohe Glykolyse- yee 
werte (Q)*= + 20) und niedrige Atmungszahlen (Qo, = — 7.0) } 
gefunden. Die gleichen sioffwechselchemischen Eigentiimlichkeiten, eee 
d. h. hohe Glykolysewerte des jungen wachsenden Gewebes, ebenso ganz 
hohe Glykolyse des Nierenpapillen-, sowie niedrige des Nierenrinden- jan 
gewebes konnten analog dem Tiere auch am menschlichen Gewebe cite 
nachgewiesen werden. ohern 
Auf Grund dieser Vorarbeiten erschien es fiir wiinschenswert wane 
und aussichtsreich, nach weiteren Besonderheiten im _ stoffwechsel- betré 
; chemischen Verhalten des getrennten Nierenrinden- und Papillengewebes Besti 
zu fahnden. Mit Hilfe dieser Studien hofften wir nicht allein Beitrage fom 
zur Nierenphysiologie und Nierenpathologie, sondern — im Hinblick 
auf unseren Ausgangspunkt —- auch solche zum Wachstumsstoffwechsel 1 
der einzelnen Nierenabschnitte liefern zu kénnen. Zu diesem Zwecke 1926; 
wurden die Untersuchungen vergleichend an Nieren von jungen und aa 
von alten, erwachsenen Tieren ausgefiibrt. 206, | 
— 3 
1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella-Sachs-Plotz-Stiftung. . 
2 Gyérgy, Keller u. Brehme, diese Zeitschr. 200, 356, 1928. , 


3 O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926. 
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Der Frage der Ammoniak- und Phosphatbildung in verschiedenen 
Geweben haben wir bereits seit langerer Zeit unser besonderes Augen- 
merk zugewandt!. Es gelang uns, den Nachweis zu erbringen, daB eine 
Phosphatbildung aus organischen Phosphatverbindungen, und ebenso 
auch eine Ammoniakbildung, diese unter anaeroben Bedingungen aus 
Purinderivaten (Adenosin, Adenosinphosphorsiure*), zu den gleichen 
konstant wiederkehrenden chemischen Reaktionen der Zelle gehért, 
wie die O,-Zehrung oder die Milchsaurebildung. 

Der mégliche Einwand, daB wir unsere Befunde —- aus unvermeid- 
baren versuchstechnischen Griinden — zunichst nur am sogenannten 
iiberlebenden, d. h. richtiger gesagt mehr oder minder bereits der 
Autolyse verfallenen Gewebe gewonnen haben, wiirde auch fiir die 
mit der Warburgschen Methode erhaltenen und allgemein als physio- 
logisch anerkannten Atmungs- und Glykolysewerte gelten. . Uberdies 
glauben wir mit Embden (1. c.) diesen konstanten autolytischen Prozessen 
— auf Grund vielfacher Beriihrungspunkte mit Reaktionen in vivo — 
tatsachlich eine physiologisch realisierte Funktion zuerkennen zu miissen. 

Eine Erganzung unserer mit Hilfe manometrischer Messungen 
erhaltenen Ergebnisse zur Frage der Nierenglykolyse durch direkte 
chemisch-analytische Zuckerbestimmungen war um so mehr geboten, 
da in der neueren englischen Literatur Angaben vorliegen, die den 
Warburgschen Anschauungen tiber die Pasteursche Reaktion wider- 
sprechen. So behauptet Jrving*, dab die Zuckerausnutzung durch 
Nierenrindenschnitte, im Gegensatz zum Verhalten des Muskelgewebes, 
durch SauerstoffabschluB, oder durch HCN stark gehemmt wird. 

Auch die Frage der Ammoniakbildung in Nierenschnitten erforderte 
eine eingehende Bearbeitung; wissen wir doch einerseits aus den seither 
ganz allgemein anerkannten Untersuchungen von Nash- Benedikt, 
da8 das Urinammoniak zum gréBten Teil der Niere selbst entstammt, 
andererseits aber aus den Befunden Warburgs® und von Holmes-Wat- 
chorn®, daB Nierengewebe in vitro angeblich kein Ammoniak’ zu bilden 
vermag. So scheidet nach Warburg-Posener-Negelein die Niere wohl 
betrachtliche Mengen Ammoniak aus, doch soll es sich hier, wie die 
Bestimmung des Temperaturkoeffizienten zeigte, nicht um eine chemische 
Ammoniakbildung, sondern um eine Auswaschung von Ammoniak 


1 Gyorgy, diese Zeitschr. 161, 157, 1925. — Popoviciu, ebenda 170, 395, 
1926; Gydrgy-Rothler, ebenda 178, 334, 1926; 187, 194, 1927. 

2 Vgl. auch Embden, Klin. Wochenschr. 1927, 8. 628; Embden und 
Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179ff., 1928; Parnas, diese Zeitschr. 
206, 16, 1929; Mozolowski, ebenda 206, 150, 1929. 

’ Irving, Biochem. Journ. 21, 880, 1927; 22, 964, 1928. 

4 Nash-Benedikt, Journ. of biol. Chem. 48, 463, 1921. 

5 Warburg-Posener-Negelein, diese Zeitschr. 152, 309, 1 

® Holmes-Watchorn, Biochem. Journ. 21, 327, 1391, 1 
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aus dem Gewebe handeln. In Ubereinstimmung hiermit ist Zucker 
in diesem Falle — iibrigens auch nach Holmes-Watchorn — ohne 
Wirkung auf die Ammoniakmenge, die erscheint, wahrend bei den 
librigen Gewebearten nach Zuckerzusatz eine Verminderung der 
Ammoniakbildung erfolgt!. Im Hinblick auf die Verhiltnisse in vivo 
bestehen demnach erneut ungeklirte Widerspriiche, wobei allerdings 
betont werden mu, daB nach unseren friiheren Untersuchungen? im 
Gegensatz zu den Angaben.von Warburg-Posener-Negelein und Holmes- 
Watchorn in Nierengewebeschnitten eine echte Ammoniakbildung nicht 
in Zweifel zu ziehen war. 


Die in den vorliegenden Versuchen befolgte Technik stiitzte sich 
auf die Warburgsche Methodik. Eine gréBere Anzahl von mit Doppel- 
messer erhaltenen Nierenschnitten (mit einem Gesamttrockengewicht 
von 20 bis 40 mg), die nachtraglich in die mit bloBem Auge gut sicht- 
baren Papillen- und Rindenteile zerlegt wurden, kam mit 5 ccm Ringer- 
lésung in ein gréBeres AtmungsgefiB. Die Sattigung mit O, bzw. 
N, (stets mit 5°, CO,) wurde ebenfalls nach den Angaben von Warburg 
durchgefiihrt. Den AusschluB der Aerobiose haben wir in den ent- 
sprechenden Versuchen nicht allein durch N,-Durchleitung, sondern — 
wiederum nach Warburg — in der iiblichen Weise durch Zusatz mit 
n/1000 HCN erreicht. Angesichts der relativen groBen Schnittzahl 
im geringen Gesamtfliissigkeitsvolumen diirfte die Sauerstoffversorgung 
der Gewebe in den Versuchen mit Aerobiose keine vollkommene gewesen 
sein. In dieser Hinsicht haftet unserer Methodik eine gewisse, kaum 
vermeidbare Unvollkommenheit an, die jedoch das qualitative Er- 
gebnis kaum zu stéren vermag. Zur Vermeidung gréBerer Fehler 
haben wir in einigen Versuchen wihrend der ganzen Versuchszeit 
durch die AtmungsgefaBe O, (mit 5°, CO,) durchgeleitet. Wahrend 
Kontrollproben zur Beurteilung des Temperaturkoeffizienten bei 
Eistemperatur gehalten wurden, kamen die tibrigen AtmungsgefaBe 
in ein Wasserbad mit konstanter Temperatur von 37,5° und wurden 
hier 3 Stunden lang geschiittelt. Die Zuckeranalysen erfolgten nach 
Hagedorn-Jensen, die P-Bestimmung nach Bell-Doisy- Briggs und die 
Ammoniakbestimmung nach dem Parnasschen Verfahren. Die ver- 
wendeten Nieren entstammen jungen Kalbern und alten, erwachsenen 
Rindern und wurden lebenswarm aus dem Schlachthof bezogen. Die 
Gefahr einer stiirkeren bakteriellen Verunreinigung, die die Versuchs- 
resultate falschen kénnte. wurde im Sinne der Feststellungen /rvings 
durch méglichst steriles und rasches Arbeiten auf ein Mindestmaf 
herabgedriickt. 


1 Vgl. auch unsere friitheren Mitteilungen |. c. 
2 Diese Zeitschr. 187, 194, 1927. 
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Zur Vermeidung von Wiederholungen soll an dieser Stelle zusammen- 
fassend festgestellt werden, daB sowohl die Zuckerverwertung, wie 
die Phosphat- und Ammoniakbildung einen hohen Temperaturkoeffi- 
zienten aufgewiesen haben. Eine starkere NH,-Ausschwemmung aus 
den Nierenschnitten, wie dies von Warburg-Posener-Negelein angegeben 
wurde, konnten wir nicht nachweisen. 

Uberblicken wir nun die in den vorstehenden Tabellen erhaltenen 
Zahlen fiir den Zuckerverbrauch und fiir die NH,- und Phosphat- 
bildung bei 37,5°, so 14Bt sich eine Reihe von charakteristischen Be- 
funden erheben, die fiir den Stoffwechsel der Nierenrinde und Nieren- 
papille von Bedeutung sein dirften. 

Was zuniichst die Versuche beziiglich der Zuckerverwertung 
anbelangt, so haben diese unsere friiheren, mit Hilfe der manometrischen 
Methode erhaltenen Befunde im Prinzip bestitigt. Eine quantitativ 
villige Ubereinstimmung war schon a priori nicht zu erwarten, denn 
1. der chemisch bestimmte Zuckerverbrauch gibt keinen Aufschlub 
iiber die Art des Zuckerabbaus, und 2. die Aerobiose war bei der mano- 
metrischen Messung aus den erwahnten versuchstechnischen Griinden 
viel besser bewahrt als in den vorliegenden Versuchen. Nichtsdesto- 
weniger zeigte die chemisch-analytische Bestimmung des Zucker- 
verbrauchs sowohl unter aeroben wie auch unter anaeroben Bedingungen 
einen starken Zuckerverbrauch in den Proben mit den Papillenschnitten, 
im Gegensatz zu denen mit den Rindenschnitten. Hier besteht also 
ein deutlicher Parallelismus zu dem manometrisch festgestellten, er- 
héhten Glykolysevermégen des Papillengewebes im Vergleich zur 
Nierenrinde. Fiir die Angabe Jrvings, wonach SauerstoffabschluB 
und Zusatz von HUN die Zuckerverwertung durch die Nierenrinde 
hemmt, zeitigten unsere Versuchsergebnisse keine Stiitze. Starkere 
altersbedingte Unterschiede in bezug auf den chemisch - analytisch 
bestimmten Zuckerverbrauch, etwa analog zu der hohen Glykelyse 
wachsender Gewebe, konnten bei unserer jetzigen Versuchsanordnung 
nicht nachgewiesen werden, wenn sie auch unter anaeroben Bedingungen 
bereits angedeutet waren. 

Die Phosphatbildung zeichnete sich sowohl bei der Nierenpapille, 
wie bei der Nierenrinde unter sonst gleichen Versuchsbedingungen durch 
eine auffallende Konstanz aus. In N,-Atmosphare und HCN-Zusatz 
war sie erheblich héher als bei O,-Zutritt. Ahnliche Befunde haben vor 
kurzem beziiglich des Jensen-Sarkoms auch Lange und Henning ' erhoben, 
die sie im Sinne der bekannten Hmbdenschen Anschauungen als Aus- 
druck einer Permeabilitatserh6hung bei Anaerobiose auffassen méchten. 


1 Lange-Henning, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 181, 70, 75, 115, 
1928; ebenda 184, 105, 1928. 
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Wir hingegen méchten in der relativ verminderten Phosphatbildung 
bei Aerobiose den Ausdruck der prinzipiell gleichen Reaktion erblicken, 
die im Muskelgewebe seit den Untersuchungen von Hill, Meyerhof 
u. a. sehr gut studiert ist, und in einer vermehrten oxydativen Synthese 
von Kohlehydrat-Phosphatverbindung besteht. Bereits in friiheren 
Versuchen haben wir auf bei fast allen Geweben wiederkehrende 
Analogien in der Beeinflussung der Spaltung organischer Phosphat- 
verbindungen unter dem EinfluB von bestimmten Agenzien, in erster 
Linie von Salzen hingewiesen, fiir die nun die vorliegenden Versuche 
ein weiteres Beispiel darstellen. In diesem Zusammenhang ist es auch 
von Interesse, daB Zuckerzusatz die Phosphatbildung in unseren Ver- 
suchen stets deutlich vermindert hat. 

Einige wichtige altersbedingte Unterschiede im Verhalten der 
Phosphatbildung verdienen noch besonders hervorgehoben zu werden. 
Wahrend die Héhe der Phosphatbildung in der Nierenrinde bei jungen 
und alteren Tieren mehr oder minder innerhalb der gleichen Grenzen, 
héchstens unter O,-AbschluB beim Kalb etwas héher zu liegen pflegt, 
als beim erwachsenen Rind, ist die Phosphatbildung im Papillengewebe 
beim alten Tiere stets deutlich starker als beim jungen wachsenden 
Tiere. Man wird hier an die bekannte, mit der Entwicklung zunehmende, 
erst nach der Geburt ihren Héhepunkt erreichende Kurve des Phospha- 
tasegehaltes der Niere (Robison, Kay und Mitarbeiter!) erinnert. Im 
Hinblick auf diesen méglichen Parallelismus erhebt sich die Frage 
nach der topographischen Vertcilung der Nierenphosphatase, die in 
weiteren Untersuchungen geklart werden soll. Die erhéhte Phosphat- 
bildung in der Nierenpapille erwachsener Tiere kénnte iibrigens auch 
mit der erst in diesem Alter vollzogenen Nierenschichtung, die wir in 
unserer ‘letzten Mittvilung erértert hatten (1. c.), in Verbindung stehen. 
Zugunsten dieser Annahme kann noch die Tatsache herangezogen werden, 
da die Phosphatbildung in der Nierenrinde, sowohl beim Rind wie 
in gleichem, oft sogar absolut starkerem MaBe beim Kalb, viel héher 
ist als in der Papille. 

Mit Riicksicht auf die negativen Ergebnisse von Warburg- Posener- 
Negelein, sowie von W atchorn- Holmes haben wir der Frage der Ammoniak- 
bildung der Niere in vitro ausgedehnte Untersuchungen gewidmet. 
Die erhaltenen Befunde stehen — wie bereits angedeutet — mit unseren 
friiheren Feststellungen und ebenso auch mit der allgemein angenom- 
menen Lehre der ammoniakbildenden Tatigkeit in vivo (Nash- Benedikt 
u. a.) in volliger Ubereinstimmung. Die Niere, und zwar ihre beiden 
Hauptteile, d. h. sowohl die Rinde wie die Papille, vermégen in Ringer- 
lésung innerhalb kurzer Zeit recht erhebliche Mengen von Ammoniak 
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abzugeben. Rechnet man die in der vorstehenden Tabelle in Milli- 
grammen NH, pro Gramm Gewebe/Stunde ausgedriickten Werte, wie 
Warburg’, in Kubikzentimetern NH, pro Milligramm Gewebe/Stunde 
um, so erhalt man die Zahlen, die bei erwachsenen Tieren 


fiir die Rinde none ate sea im Mittel bei a 

fiir die Papille eat er wom im Mittel bei nee 
und bei jungen Tieren 

fiir die Rinde ON Zucker im Mittel bei’; 

fiir die Papille ree Pou va im Mittel bei ao 


liegen. Die Niere mute somit beziiglich ihrer Ammoniakbildungs- 
fahigkeit in der Warburgschen Tabelle (1. c. 8. 140) etwa beim Thymus 
eingeordnet werden. Eine héhere Ammoniakbildung kime dann nur 
dem Carcinom und der grauen Gehirnsubstanz (sowie der Netzhaut) zu. 

Fiir eine echte, durch fermentative Abspaltung verursachte 
Ammoniakausscheidung des Nierengewebes spricht nicht allein die 
Tatsache, daB der Temperaturkoeffizient ein sehr hoher ist, sondern 
auch ihre BeeinfluBbarkeit durch besondere chemische Bedingungen, 
wie sie erst seit den Untersuchungen Warburgs und unseren eigenen 
friiheren Feststellungen fiir die Ammoniakbildung in den Geweben 
als charakteristisch erachtet wird. So ist die gebildete NH,-Menge 
bei O,-Zutritt stets — sowohl in der Rinde, wie in der Papille — bei 
jungen wie bei Alteren Tieren eine viel gréBere' als beim Luftabschluky, 
d. h. in N,-Atmosphare mit HCN-Zusatz. Weiterhin hemmt Zucker- 
zusatz die NH,-Abspaltung in beiden Nierenschnitten, diesmal sowohl 
unter aeroben, wie anaeroben Bedingungen, ohne altersbedingte Unter- 
schiede bei den Nieren junger und erwachsener Tiere. Als neuer und 
fiir den Nierenstoffwechsel bedeutsamer Befund soll hervorgehoben 
werden, daB die Ammoniakwerte in den Proben mit den Rindenschnitten 
stets héher lagen, als in den Proben mit den Markschnitten. Der 
von Warburg und seinen Mitarbeitern fiir eine Reihe von Geweben 
gezeigte Parallelismus zwischen glykolytischem Vermégen und Am- 
moniakbildung verliert am Beispiel der Nieren seine gesetzmabige 
Giltigkeit. Trotz der relativ viel héheren glykolytischen Wirksamkeit 
der Papille wird in ihr weniger N H, gebildet, als im glykolytisch weniger 
aktiven Rindengewebe. Die Quelle des Harnammoniaks, soweit er 
auf einer besonderen Nierentatigkeit beruht, diirfte somit anscheinend 
hauptsachlich die Nierenrinde sein. Was nun die Altersbedingtheit 


1 Warburg, Der Stoffwechsel der Tumoren, 1. c. 8S. 140. 
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der Ammoniakbildung in der Niere anlangt, nimmt nach unseren Ver- 
suchsergebnissen die N H,-Ausscheidung sowohl in der Rinde, wie in 
der Papille bei O,-Zutritt mit steigendem Alter der Tiere ab. Bei 
Anaerobiose tritt dieser Unterschied nicht zutage, hier bewegen sich die 
NH,-Zahlen in jedem Alter innerhalb der gleichen Grenzen. 

Fassen wir nun die Resultate unserer Versuche zusammen, so 
lassen sich dieselben wenn wir von den erwahnten altersbedingten 
Unterschieden absehen — am besten durch die folgende schematische 
Tabelle zur Darstellung bringen, in die wir noch die vor kurzem von 
Kennedy bestimmten Eisenwerte des blutfrei gewaschenen (nach 
Whippel) Nierenrinden- und Papillenanteils aufgenommen haben. 
Der relativ hohe Eisenreichtum der Nierenrinde diirfte im Hinblick 
auf die bekannte Warburgsche Zellatmungstheorie von besonderem 
Interesse sein. 











; shad 2 No emm NH3 
scenpaiiechatte? Yo. Yu Yu mg Gewebe X Stunde 
eee — 19.0 0 + 47 031 
PO. 4 < — 6,2 + 13,9 + 27,8 0,17 
| Zuckerverbrauch in m ‘ : : : | %o F 
sities pro g und Std. in & Anorganischer P in mg in oe 3 
abschnitt * | Feucht- 
|| OpsAtmosphare | No»A tmosphire Oz-Atmosphire | NosAtmosphire|| gewicht 
So are 0,20 0,30 0,41 0,65 0,0027 
Papille. . . 0,55 0,61 0,29 0,35 0,0014 


* Die in der Tabelle angefiihrten Werte beziehen sich auf die Niere ausgewachsener Tiere. 


Diese Tabelle liefert wohl den besten Beweis fiir die Richtigkeit 
unserer friiher geiéuBerten Forderung, bei Untersuchungen des Nieren- 
stoffwechsels in vitro die Niere nicht als eine Einheit, sondern als eine 
Vielheit stoffwechselchemisch verschiedener Abschnitte zu betrachten. 


1 Kennedy, Journ. Biol. Chem. 74, 385, 1927. 
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Experimentelle Untersuchungen 
iiber das Verhalten des Leber-Glykogens nach peroraler Hefegabe. 


Von 


A. Bickel und G. Nigmann. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathclogischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1929.) 


Wir haben in einer friiheren Arbeit (1) gezeigt, daB nach der peroralen 
Gabe einer im Kaltluftstrom getrockneten Hefe (Levurinose ,,Blaes‘*) 
bei Hungerkaninchen innerhalb 6 Stunden ein starker Blutzuckerabfall 
auftritt. Das Maximum lag in der Regel 4 Stunden nach der Hefegabe. 
Bei diesen Versuchen waren die Kaninchen 24 Stunden niichtern 
gehalten worden und bekamen dann 5g des genannten Trockenhefe- 
pulvers. Die Kaninchen wogen durchschnittlich 3 bis 3,5 kg. 

P. Hoffmann (2) fand dann bei Kaninchen, denen er dasselbe Hefepulver 
peroral verabfolgte, daB der Kohlenstoff- und Oxydationsquotient im Harn 
sank bei im iibrigen gleichartiger kohlehydratreicher Ernahrung. Es war 
also durch alle diese Versuche gezeigt worden, daB man durch perorale 
Gabe einer geniigenden Menge eines geeigneten Trockenhefepulvers insulin- 
ahnliche Wirkungen erzielen kann, wie sie schon dhnlich friither nach der 
subkutanen Injektion von Hefeextrakten beschrieben worden waren. 
Funktionelle Beziehungen des Insulins zur Hefe sind dann in allerneuester 
Zeit von Glaser und Halpern (3) aufgezeigt worden in der Méglichkeit der 
Aktivierung des Insulins durch HefepreBsaft. 

Wenn es gelang, eine glykogenisierende Funktion der Hefe nach- 
zuweisen, und zwar insonderheit auch bei der peroralen Hefegabe, 
dann war damit ein weiterer wichtiger Beweis fiir die groBe Ahnlichkeit 
zwischen Hefe- und Insulinwirkung erbracht worden. Diesen Bcweis 
geben die Untersuchungen, tiber die wir im folgenden berichten. 


Versuchstiere waren etwa 3 kg schwere Kaninchen. Zur Erzeugung 
einer Glykogenarmut in der Leber wurden die Tiere 48 Stunden niichtern 
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gehalten. Bei einem Teil der Tiere wurde alsdann sofort das Leber- 
glykogen bestimmt, ein anderer Teil erhielt nach dem 48stiindigen 
Hungern und Dursten 100 ccm Leitungswasser durch die Schlundsonde ; 
4 Stunden spater wurde dann die Glykogenbestimmung in der Leber 
gemacht. Ein dritter Teil der Tiere bekam nach 48stiindigem Hungern 
und Dursten durch die Schlundsonde 100 ccm einer Emulsion von 
5g Trockenhefe in 100 ccm Leitungswasser, wobei die Trockenhefe 
vorher 24 Stunden bei 140°C im Trockenschrank erhitzt worden war 
mit der Absicht, alle insulinartigen Korper darin abzutéten, um nur 
das in der Hefe enthaltene Nahrmaterial dem Kérper zufiihren zu 
kénnen. 

Ein vierter Teil der Tiere bekam nach 48stiindigem Hungern 
und Dursten durch die Schlundsonde 100 ccm einer Emulsion von 
5g Trockenhefe in 100 ccm Leitungswasser; diese Trockenhefe war 
natiirlich nicht erhitzt worden. Auch bei diesen beiden letzten 
Gruppen wurde die Glykogenbestimmung in der Leber 4 Stunden 
nach der Fiitterung gemacht. 


Zum Zwecke der Glykogenbestimmung wurden die Tiere durch 
Genickschlag getétet, rasch wurde der Bauch geéffnet und zwei Stiicke 
Leber von je etwa 10 g Gewicht in je einen Kolben mit 20 ccm 60 °,, iger 
heiBer Kalilauge getan, der mit seiner Lauge vorher gewogen worden 
war. Die Kolben wurden alsdann abermals gewogen, um das genaue 
Lebergewicht zu bestimmen. Zur Tétung des Tieres und zur Entnahme 
der Leber wurde nie mehr als 1 Minute gebraucht. Man muB so rasch 
arbeiten, um Glykogenverluste zu vermeiden, die die Untersuchung 
unsicher machen. Die Glykogenbestimmung wurde unter Zugrunde- 
legung der Pifliigerschen Methode in Anlehnung an die Angaben von 
O. Bésel (4) in der nachstehend beschriebenen Weise ausgefiihrt. 


Methodik. 


Nachdem in der oben beschriebenen Weise das Gewicht der Leber 
bestimmt worden war, wurde das Gemisch von Kalilauge und Leber 
3 Stunden im Wasserbad gekocht und alle 30 Minuten kraftig umgeschiittelt. 
Die GréBe der zum Kochen verwendeten Hartglaskolben ermédglichte 
die Ausfallung des frei gewordenen kolloiden Glykogens mittels Alkohols 
ohne erneuten GefaiBwechsel und bewahrte somit vor Substanzverlusten. 
Das mit Alkohol versetzte Gemisch blieb nun bis zum niachsten Morgen 
stehen; der Niederschlag wurde mit Hilfe der Saugpumpe durch einen 
Gooschtiegel, der mit Kieselgur beschickt war, abgesaugt, der Riickstand 
und das GlasgefiB gut mit Alkohol von 60 bis 100% und endlich mit 
Ather gewaschen und im Luftraum getrocknet. Der das Glykogen ent- 
haltende Riickstand wurde dann in 90 ccm heiBen Wassers gelést und nach 
Salzséurezusatz 3 Stunden der Hydrolyse unterworfen. Nachdem mittels 
Kalilauge bis zur schwach sauren Reaktion abgestumpft war, wurde das 
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Hydrolysat im Me8kélbchen auf 100 ccm aufgefiillt und in 0,1 cem der 
Lésung die Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen ausgefiihrt. In 
den Versuchsprotokollen sind die gefundenen Zuckerwerte angegeben. 


Versuchsgruppe I. 


Glykogenbestimmung in der Leber von Kaninchen, die 48 Stunden 
niichtern gehalten worden waren. 


Versuch A. 


Glykogentraubenzucker in 100g frischer Leber. 


Probe 1 
Probe 2 
Mittel 


Probe 1 
Probe 2 
Mittel 


Versuch B. 


Versuchsgruppe II. 


0,257 g 
0,292 g 


0,274 ¢ 


0,520 g 
0,648 g 
0,584 g 


Glykogenbestimmung in der Leber von Kaninchen, die 48 Stunden 
niichtern gehalten worden waren und dann 100 cem Leitungswasser durch 
die Schlundsonde erhalten hatten und 4 Stunden spiter' getétet worden 


waren. 


Versuch A. 


Glykogentraubenzucker in 100 g frischer Leber. 


Probe 1 
Probe 2 


Mitte] 


] 


Probe 
Probe 
Mittel 


— 


bo 


Probe 1 
Probe 2 
Mittel 


Versuch B. 


Versuch C. 


Versuchsgruppe III. 


0,433 g 
0,380 g 
0,406 ¢ 


0,364 g 
0,488 g 
0,426 g 


0,376 g 
0,403 g 
. 0,389 g 


Glykogenbestimmung in der Leber von Kaninchen, die 48 Stunden 
niichtern gehalten worden waren und dann 100 ccm einer Emulsion von 
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5g Trockenhefe in 100 cem Leitungswasser, wobei vorher die Trockenhefe 
24 Stunden bei 140° im Trockenschrank erhitzt worden war, durch die 
Schlundsonde erhalten hatten und 4 Stunden spater getétet worden waren. 


Versuch A. 
Glykogentraubenzucker in 100g frischer Leber. 
nn (4 6s ¢ % «oy 46. wee 
fl ie re ee 
ee 5. se 


Versuch B. 
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Versuchsgruppe IV. 

Glykogenbestimmung in der Leber von Kaninchen, die 48 Stunden 
niichtern gehalten worden waren und dann 100 ccm einer Emulsion von 
5g Trockenhefe in 100ccm Leitungswasser — diese Hefe war nicht erhitzt 
worden — durch die Schlundsonde erhalten hatten und 4 Stunden spater 
getétet worden waren. 

Versuch A. 


BIOUR Se See 4s we oi RS 
eC a ee ae ere 
Paes ae ees 5 Ee 


Versuch B. 
OS ae ar eee! 
Pe. ss 6 ee & eS oe 
me 8 Fo Se oS oe eee 


Versuch C., 


Pe «6 ss es 4 ew oe eee 
I hg Se Bes we Sw es 
i ee ere 


Alle Versuche wurden mit dem Trockenhefepulver Levurinose 
gemacht. Wahrend in der Versuchsgruppe I und II der Glykogen- 
zuckergehalt der Lebern zwischen 0,274 und 0,584°, schwankte, und 
ein EinfluB der einmaligen Wassergabe darauf nicht nachweisbar war, 
war er nach der Gabe des erhitzten Hefepulvers eine Spur erhéht und 


schwankte zwischen 0,722 und 0,756 °%. In dieser leichten Erhéhung 


driickt sich wohl die Wirkung des Nahrstoffgehaltes der verfiitterten 
Trockenhefe auf das Leberglykogen schlechthin aus. Bei der Gabe der 
nicht erhitzten Trockenhefe aber lag der Glykogenzuckergehalt der Leber 
zwischen 1,210 und 1,994°,. Es hatte sich also der Glykogenzucker 
im Vergleich zu allen anderen Versuchen verdoppelt bis verdreifacht. 
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Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daB beim Hunger- 
kaninchen, dessen Leberglykogen hochgradig geschwunden ist, die 
perorale Gabe bestimmter Mengen einer unter bestimmten Kautelen 
hergestellten Trockenhefe (Levurinose) das Leberglykogen stark steigert. 
Diese Wirkung ist nicht an die in dem Hefepulver enthaltenen Mengen 
organischer Nahrung, sondern an bestimmte thermolabile Stoffe der 
Hefe gekniipft. Diese Substanzen wirken ahnlich dem Insulin glykogeni- 
sierend, und wie wir friiher zeigten, blutzuckersenkend. 


Literatur. 
1) A. Bickel und G. Nigmann, diese Zeitschr. 208, 421, 1928. — 
2) P. Hoffmann, ebendaselbst 204, 208, 1929. — 3) Glaser und Halpern, 
ebendaselbst 207, 377, 1929. 4) O. Boésl, ebendaselbst 202, 299, 1928. 





Untersuchungen iiber Hefegirung bei hohen Gasdrucken. 


Von 


R. Lieske und FE. Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Kohlenforschung in Miilheim-Ruhr.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es ist bekannt, daf Mikroorganismen, besonders auch Hefen, 
sehr hohen Drucken ausgesetzt werden kénnen, ohne ihre Lebens- 
fahigkeit zu verlieren. Nur wenig untersucht wurde bisher aber die Frage, 
bis zu welchen Drucken Hefe Zucker zu Kohlensiure und Alkohol 
vergiren kann. Nach Matthews! wird die Garung von Bierwiirze im 
geschlossenen Raume bei 12,5 Atm. Druck noch nicht unterbrochen. 
Nach Aberson! wird Glucose noch bei einem Uberdruck von 25 Atm. 
vergozen. Exaktere Untersuchungen wurden, soweit wir die Literatur 
' jibersehen kénnen, iiber diese Frage bisher nur von Kolkwitz? aus- 
gefiihrt. 

Bei Fortsetzung von Versuchen iiber Vergirung von Cellulose 
unter Druck, die friiher hier von Franz Fischer, Schrader und Tropsch 
ausgefiibrt worden waren, stellten wir gelegentlich der Priifung von 
Hochdruckautoklaven Versuche mit garender Hefe an und kamen 
dabei zu Ergebnissen, die unsere bisherigen Kenntnisse auf diesem 
Gebiete wesentlich erweitern. Obwohl die nahere Bearbeitung der 
Frage nicht in unser derzeitiges Arbeitsgebiet fallt, halten wir es doch 
fiir gegeben, die bei den Versuchen erzielten Resultate im folgenden 
wiederzugeben. 

DaB bei der auBerordentlich groBen Literatur, die zurzeit iiber 
Hefegirung vorliegt, gerade die Druckverhaltnisse noch so wenig 
beriicksichtigt wurden, liegt wohl zum Teil an der hierzu notwendigen, 
nicht ganz leicht zu handhabenden Apparatur. Wir verwendeten fiir 
Garversuche unter Druck ausschlieBlich Stahlbomben, die aus einem 


1 Zitiert in Euler-Lindner, Chem. d. Hefe, 8. 285. Leipzig 1915. 
2 R. Kolkwitz, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 39, 219, 1921. 
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gebohrten, zylindrischen Stahlblock mit etwa 250 bis 650 ccm Inhalt 
bestehen. Auf dem oberen Rande ist zur Dichtung ein Kupferring, 
auf den ein aus gedrehtem Stahl bestehendes Verschlubstiick auf- 
geschraubt wird. An dem VerschluB befindet sich ein Ventil zum 
Abblasen und Messen des gebildeten Gases, sowie ein Manometer 
zum Messen des entstandenen Druckes. 
Die GefaBe wurden vor der Verwendung 
auf einen Druck von 1500 Atm. gepriift, 
halten aber wohl noch wesentlich héhere \ 
Drucke aus. Das Rosten des Stahl- 
mantels wird leicht durch einen diinnen 
Uberzug von Paraffin vermieden. 

Wir stellten zuniachst Versuche an 
iiber die fiir die Gasentwicklung giinstigste — Agae/venti/ ‘ 
Zusammensetzung der Nahrlésung. In 
Erlenmeyerkolben wurden verschiedene 


Manomerer 


Nahrlésungen mit verschieden hohem 


SS 





Hefezusatz der Garung iiberlassen, die ee TN 
entstandene Kohlensiure wurde genau 
gemessen. Wir fanden, daB man die 
Zusammensetzung der Nahrlésung ziemlich 
weit variieren kann, ohne die Gesamt- 
menge der gebildeten Kohlensiure wesent - aun 
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lich zu andern. Im. allgemeinen ver- 
wendeten wir zu den Versuchen Lésungen, 
die 20 °;, Rohrzucker und 10°, Hefe ent- 
hielten, die genaue Zusammensetzung der 








Lésung ist jeweils bei den einzelnen Ver- 
suchen angegeben. Die von Kolkwitz aBZ 
angewendete Nahrlésung, die Pepton ent- 
halt, ergab bei unseren Versuchen keine 
besseren Resultate. — 
Stahlbombe fiir Girversuche bei 

Unsere Versuche wurden in der hohen Gasdrucken. 
Hauptsache bei Zimmertemperatur durch- 
gefiihrt. Es wurde darauf geachtet, daB die Temperatur beim 
Ablesen der Versuchsergebnisse der beim Ansetzen der Kulturen 
gleich war, so daB gréBere Druckdifferenzen durch Temperatur- 
schwankungen nicht eintreten konnten. Die von Kolkwitz angewendete 
Temperatur von 37° erschien uns unzweckmabig, da der gebildete 
Alkohol bei dieser Temperatur die Gartatigkeit der Hefe leichter hemmt 
als bei niederen Graden (s. Miiller-Thurgau'). Die Stahlbomben wurden 
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1 Zitiert in Euler-Lindner, Chem. d. Hefe, S. 284. Leipzig 1915. 
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im allgemeinen bis etwa 0,5cem unter den VerschluBdeckel mit Nahr- 
lésung gefiillt. Wurden die Bomben nur etwa zur Halite mit der gleichen 
Menge von Nabhrstoffen und Zucker gefiilJt, so ergaben sich geringere 
Drucke, was darauf zuriickzufiihren ist, daB die Alkoholkonzentration 
in der Lésung dann so groB wird, daB sie die Garung hemmt. Nach 
vollzogener Garung, die bei Zimmertemperatur in etwa 2 bis 4 Tagen 
vollendet war, wurde die entstandene Kohlenséure tiber Kochsalz- 
lésung aufgefangen und gemessen, in der Lésung wurde der gebildete 
Alkohol bestimmt. Wir erhielten im einzelnen folgende Ergebnisse : 

1. Vorversuch. Autoklav 580cem Inhalt. Lésung: 10°; Trauben- 
zucker + 0,25°% Ammonnitrat + Citronenséure bis zur deutlichen Lack- 
musrétung + 5°, Hefe. Innerhalb 4 Tagen stieg der Druck bei Zimmer- 
temperatur auf 38 Atm. Es wurden gebildet 11,4 Liter Kohlensaure. 

2. Garversuch im Autoklaven von 580 ccm Inhalt. 20°, Rohrzucker, 
10°, Hefe, 0,2°, Ammonnitrat und 0,1°, Citronenséure. Innerhalb 
4 Tagen stieg der Druck bei Zimmertemperatur auf 43 Atm. Kohlenséure 
insgesamt 13,2 Liter 2,29 Liter auf 100 cem Lésung. Alkoholgehalt in 
100 cem 4,llg. pu 6,0. 

3. Garversuch im Autoklaven von 250ccm Inhalt. Lésung wie in 
Versuch 2. Druck nach 4 Tagen 37 Atm. Kohlenséure insgesamt 5,6 Liter 

2,24 Liter pro 100ccm. py = 5,8. Alkoholgehalt in 100 cem = 3,9 g. 

4. Garversuch im Autoklaven von 520ccem Inhalt. Lésung wie in 

Versuch 2. Druck nach 4 Tagen 37 Atm. Kohlensaéure insgesamt 11,9 Liter 
2,29 Liter pro 100 ccm. pa = 5,6. Alkoholgehalt in 100 com = 4,2 g. 

5. Garversuch im Autoklaven von 250cem Inhalt. Lésung wie in 
Versuch 2, statt Rohrzucker wurde aber Traubenzucker verwendet. Druck 
nach 4 Tagen 37 Atm. Kohlenséure insgesamt 5,72 Liter 2,3 Liter pro 
100cem. Alkoholgehalt in 100 cem = 4,11 g. 

Kolkwitz verwendete zu seinen Versuchen eine andere Nahrlésung 
und héhere Temperatur. Da es nicht ausgeschlossen erschien, dab 
die abweichende Versuchsancrdnung andere Ergebnisse bedingt, 
fiihrten wir einige Versuche mit der von Kolkwitz gebrauchten Lésung 
bei einer Temperatur von 38° durch. Die Lésung enthielt 20°,, Rohr- 
zucker, 10°, Hefe, 0,4°, Pepton und Nahrlésung nach Crone. 

6. Garversuch im Autoklaven von 600 cem Inhalt. Der Druck stieg im 
Brutschrank auf 38 Atm. Auf eine Temperatur von 20° gebracht, fiel der 
Druck auf 26Atm. Kohlenséure insgesamt 8,6 Liter 1,43 Liter pro 
100cem. Alkoholgehalt 2,91 g¢ in 100 ccm. 

7. Garversuch im Autoklaven von 600 ccm Inhalt. Im Brutschrank 
bei 39°. Der Druck stieg bei 39° auf 36 Atm. und fiel bei 20° auf 26 Atm. 
Kohlensaéure insgesamt 9,1 Liter = 1,52 Liter pro 100 cem. Alkoholgehalt 
2,92 g in 100 cem. 


8. Garversuch im Autoklaven von 400 cem Inhalt. Wie in Versuch 6 
und 7 mit der von Kolkwitz angewendeten Nahrlésung, aber statt bei 39° 
bei Zimmertemperatur. Der Druck stieg auf 38 Atm. Kohlensaéure ins- 


gesamt 7,5 Liter = 1,86 Liter pro 100cem. Alkohol 2,76g pro 100 ccm. 
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Bei zwei weiteren Versuchen wurde das GirgefiB von Anfang 
an unter Kohlensauredruck gesetzt, um die hemmende Wirkung der 
Kohlensaure festzustellen. Bei der von uns angewendeten Giar- 
temperatur (Zimmertemperatur) betrug der Druck der fliissigen Kohlen- 
siure in der Stahlbombe etwa 55 bis 65 Atm. 


9. Garversuch im Autoklaven von 520 cem Inhalt. Nahrlésung 20° 
Rohrzucker, 10°, Hefe, 0,2°, Ammonnitrat und 0,1°, Citronenséure. 
Nach dem Fiillen wurde das GefaifB 1 Stunde lang an die Kohlenséure- 
bombe angeschlossen. Der Autoklav wurde nach der angegebenen Zeit 
von der Kohlenséurebombe abgenommen und zeigte dann einen Druck 
von 56 Atm. Im Laufe von 24 Stunden sank der Druck auf 32 Atm., 
was darauf zuriickzufiihren ist, daB die Lésung noch nicht mit Koblen- 
siure gesattigt war. Nach 3 Tagen war die Garung beendet, der Druck 
war auf 38 Atm. gestiegen. Die gesamte Gasmenge betrug beim Offnen 
12,4 Liter = 2,39 Liter in 100cem. Alkohol 2,71 g in 100 ccm. 

10. Garversuch, angesetzt wie Nr. 9. Wahrend des Anschlusses an 
die Kohlenséurebombe wurde der Autoklayv horizontal gelegt und haufig 
geschiittelt, um eine bessere Sattigung der Lésung mit Kohlenséure zu 
erreichen. Druck im Autoklaven beim Abnehmen der Kohlenséurebombe 
56 Atm., nach 24 Stunden 44 Atm. Nach dreitagiger Gardauer stieg der 
Druck nur um 2 Atm., d. h. von 44 auf 46 Atm. Menge der gesamten Kohlen- 
siure 13,6 Liter = 2,61 Liter in 100cem. Alkohol 1,74 g in 100 cem. 


Es zeigte sich also, daB durch den mehrstiindigen AnschluB an die 
Kohlensaurebombe die Garlésung mit Kohlensiure noch keineswegs 
gesattigt war. Der Druck fallt allmahlich ab, um dann durch die in- 
folge gleichzeitiger Garung entstehende Kohlensaiure wieder anzusteien. 


11. Garversuch im Autoklaven von 600cem Inhalt mit 20°, Rohr- 
zucker und 10°, Hefe. Der Autoklav wurde mit einer Kohlenséurebombe 
verbunden und durch einen Schiittelapparat 6 Stunden Jang dauernd 
bewegt. Druck bei VentilschluB 69 Atm. (Der Versuch wurde an einem 
sehr heiBen Tage durchgefiihrt.) Druck nach dreitagiger Gardauer 69 Atm. 
Alkohol 0,74 g in 100 ccm. 


Bei dem Versuch wurden noch 0,74°,, Alkohol gebildet, obwohl 
die anfingliche Kohlensiuremenge die bei der Garung ohne Anfangs- 
druck entstehende Menge weit iibertraf. Ein weiterer Versuch wurde 
so ausgefiihrt, daB zunachst die Nahrlésung am Schiittelapparat mit 
Kohlensaure gesittigt, und da dann erst die Hefe durch gréBeren 
Wasserstoffiiberdruck in das GargefaB eingepreBt wurde. 


12. Garversuch im Autoklaven von 600 cem Inhalt mit 20°, Rohrzucker 
und 10° Hefe. Das geschlossene GargefiB ohne Hefe wurde 6 Stunden 
auf dem Schiittelapparat an die Kohlenséurebombe angeschlossen und 
nach SchlieBen der Ventile iiber Nacht stehengelassen. Druck am nachsten 
Tage 65 Atm. Unter 120 Atm. Wasserstoffdruck wurden 60g Hefe ein- 
gepreBt. Eine Drucksteigerung wurde nach 4 Tagen nicht festgestellt. 
Gesamtgasmenge 24 Liter, davon 19 Liter Kohlensaéure 3,16 Liter in 
100cem. Alkohol 0,74g in 100 ccm. 
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Ein weiterer Versuch wurde angesetzt, um den EinfluB des Alkohols 
auf die Garung zu untersuchen. 


13. Garversuch im Autoklaven von 520 cem Inhalt mit 20°, Rohrzucker 
und 10° Hefe, dazu 3,57 g Alkohol pro 100 cem. Der Druck stieg innerhalb 
3 Tagen nur auf 27,5 Atm. Gesamtmenge der gebildeten Kohlensaure 
9,24 Liter = 1,78 Liter in 100ccm. Gesamtalkohol 6,4g in 100ccm. 
Da von vornherein 3,57 g Alkohol pro 100 ccm zugesetzt waren, betragt 
die Menge des neugebildeten Alkohols 2,83 g in 100 ccm. 


Um festzustellen, welche Wirkung der Druck an sich auf die 
Hefegirung ausiibt, wurde eine Reihe von Versuchen unter hohem 
Druck von Waasserstoff bzw. Stickstoff ausgefiihrt. Die GiargefiBe 
wurden wie iiblich gefillt und geschlossen, dann wurden sie an die 
Gasbombe angeschlossen, und der Druck wurde mit dem VerschluB- 
ventil auf die gewiinschte Héhe reguliert. Da Gasbomben mit mehr 
als 150 Atm. Druck kaum erhaltlich sind, wurden héhere Drucke da- 
durch erzielt, daB man zunachst den vollen Druck der Gasbombe auf 
das GargefaB aufpreBte, dieses an eine hydraulische Presse anschloB 
und durch Einpressen von Wasser den gewiinschten Druck herstellte. 
Selbstverstindlich muB man bei dieser Versuchsanordnung die auf- 
zupressende Wassermenge vorher abschitzen, da in der Girbombe 
unter allen Umstanden ein gewisser Gasraum bleiben muS. Fiilit man 
das GefaB ganz mit Wasser, so kénnen sich bei Temperaturschwankungen 
auGerordentlich hohe Fliissigkeitsdrucke entwickeln, die zur Zerstérung 
der Apparatur fiihren. 


14. Garversuch im Autoklaven von 250 ccm Inhalt mit 20° Rohrzucker 
und 10° Hefe unter Wasserstoffdruck von 90 Atm. bei Zimmertemperatur. 
Innerhalb 4 Tagen stieg der Druck auf 138 Atm., der durch die Géarung 
verursachte Druckanstieg betrug also 48 Atm. Die gesamte Gasmenge 
betrug beim Offnen 7,4 Liter. Das Gas bestand aus 79,3°% Kohlensaure, 
17,9°%, Wasserstoff und 2,8°% Sauerstoff und Stickstoff. Die Menge der 
Garungskohlensaiure betrug demnach 5,92 Liter = 2,37 Liter auf 100 ccm. 
Alkohol 4,35 g pro 100 ccm. 

15. Garversuch im Autoklaven von 600 ccm Inhalt mit 20° Rohrzucker 
und 10°, Hefe unter Wasserstoffdruck von 150 Atm. bei Zimmertemperatur. 
Innerhalb 4 Tagen stieg der Druck auf 180 Atm. Beim Offnen der 
Bombe wurden 20 Liter Gas aufgefangen, davon waren 8,5 Liter Kohlen- 
siure = 1,42 Liter auf 100cem. Alkohol 3,09 g in 100 ccm. 

16. Garversuch im Autoklaven von 600 cem Inhalt bei 300 Atm. Wasser- 
stoffdruck bei Zimmertemperatur. Innerhalb 4 Tagen stieg der Druck 
auf 370 Atm. Gesamtgasmenge 13 Liter, davon 6,4 Liter Kohlenséure 
= 1,07 Liter auf 100cem. Alkohol 2,44g in 100 ccm. 

17. Garversuch im Autoklaven von 600ccm Inhalt bei 1000 Atm. Wasser- 
stoffdruck bei Zimmertemperatur. Der Druck stieg innerhalb 4 ‘Tagen 
auf 1100 Atm. Gesamtgasmenge 20 Liter, davon 5,5 Liter Kohlenséure 
= 0,92 Liter in 100cem. Alkohol 1,88 g in 100 ccm. 

18. Garversuch im Autoklaven von 600 cem Inhalt bei 1000 Atm. Stick- 
stoffdruck und Zimmertemperatur. Der Druck stieg im Laufe von 4 Tagen 
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auf 1190 Atm. Gesamtgasmenge 12 Liter, davon 4,8 Liter Kohlensaure 
= 0,8 Liter in 100cem. Alkohol 1,50 g in 100 cem. 

Aus den vorstehend beschriebenen Versuchen geht folgendes 
hervor: Es zeigte sich zunachst, daB im allgemeinen die normale Hefe- 
girung bei Zimmertemperatur im geschlossenen Raume dann aufhért, 
wenn der Druck der gebildeten Kohlensiure auf etwa 38 bis 40 Atm. 
gestiegen ist. Genaue Messungen der gebildeten Kohlensiuremengen 
bestatigten die Angabe von Kolkwitz, daB die Garung durch ungefihr 
1 Mol Kohlensaure im Liter der Garlésung aufgehoben wird. 

Das Aufhéren der Garung kann auf drei verschiedene Ursachen 
zuriickzufiihren sein, und zwar auf den Einflu8 des gebildeten Alkohols, 
auf die Wirkung der gelésten Kohlensiure und auf den vorhandenen 
Druck. 

Da8B die entstandene Alkoholmenge nicht allein den hemmenden 
EinfluB bei unseren Garversuchen ausgeiibt haben kann, geht ohne 
weiteres daraus hervor, daB gleich angesetzte Nahrlésungen in offenen 
GargefaBen bis zu 10g Alkohol in 100 ccm ergaben, wahrend bei den 
geschlossenen Gefifien maximal nur wenig iiber 4g pro 100 cem ge- 
bildet wurde. Da Alkohol aber zu den hemmenden Faktoren gehért, 
geht aus den Versuchen hervor, bei denen von vornherein Alkohol 
zugesetzt worden ist. In Versuch 13 wurden 3,57 g Alkohol pro 100 ccm 
zugesetzt, es erfolgte ein Druckanstieg nur bis zu 27,5 Atm. Alkohol 
wurde nur 2,83 g in 100 cem neu gebildet gegen 4,1 g normal. Bekannt, 
ist, daB der Alkohol die Hefe bedeutend mehr ber hohen Temperaturen 
schadigt als bei niederen (vgl. Miiller-Thurgau'). Unsere Girversuche 
Nr.6 und 7, die bei einer Temperatur von 38 bis 39° durchgefiihrt wurden, 
ergaben wohl aus diesem Grunde eine geringere Alkohol- und Kohlen- 
siuremenge als gleiche Versuche bei Zimmertemperatur. 

Als zweiter Faktor, der fiir die Unterbrechung der Hefegirung 
im geschlossenen Raume in Betracht kommt, ist die Wirkung der 
gelésten Kohlensiure anzunehmen. Wie neuerdings gezeigt wurde 
(F. Stockhausen und F. Windisch*), kann man durch Anwendung eines 
geringen Kohlensauretiberdruckes durch Spundung der GargefaBe 
eine besonders garkraftige Hefe anziichten. Eine geringe hemmende 
Wirkung der bei normalem Drucke in der Giarfliissigkeit gelésten 
Kohlensaure ist schon aus den Untersuchungen von Delbriick und 
Hayduck? und von Foth* bekannt. Die Garung wurde in unseren Ver- 
suchen bei Zimmertemperatur unterbrochen, nachdem die gebildete 
Kohlensaure einen Druck von etwa 38 bis 40 Atm. erzeugt hatte. 


1 Zitiert in Euler-Lindner, Chem. d. Hefe, 8. 285. Leipzig 1915. 

2 F. Stockhausen und F. Windisch, Wochenschr. f. Brauerei 45, 277, 1928. 
3 Delbriick und F. Hayduck, Die Garungsfiihrung. Berlin 1911. 

4 Foth, Wochenschr. f. Brauerei 4, 73, 1887. 
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Es fiagt sich nun ob die Wirkung der unter Druck gelésten Kohlen- 
saure allein die Garung unterbinden kann. Wir erhielten 0,74 °,, Alkohol 
in 10 cem, wenn wir die wie tiblich mit Nahrlésung und Hefe gefiillte 
Bombe an dem Schiittelapparat mit Kohlensaure sattigten, die gleiche 
Menge Alkchcl wurde aber auch gebildet, wenn die Nahrlésung bereits 
vor dem Einbringen der Hefe mit Kohlensiure gesattigt worden war. 
Es ist anzunehmen, daB bei diesen Versuchen lediglich die mit der 
Hefe eingebrachten Enzyme die Alkoholbildung verursacht haben. 
Nach Albert! enthalt 1 g (abgetéteter) Trockenhefe noch so viel Enzyme, 
um aus einer 40' igen Rohrzuckerlisung 1,1 g Kohlensaure zu ent- 
wickeln, die theoretisch 1,1 g Alkohol entsprechen. Da bei unseren 
Versuchen 10°, Hefe angewandt worden sind, so ist schon bei einer 
Annahme von nur 15°, Trockensubstanz eine Entwicklung von 0,74 °,, 
Alkohol verstandlich, auch wenn die zugesetzte Hefe bei den Ver- 
suchen 11 und 12 durch die geléste Kohlensaure sofort abgetétet oder 
narkotisiert worden ist. Unsere Versuche 9 bis 12 zeigen jedenfalls, 
daB der Kohlenséuregehalt von grobem Einflu8 auf die Garung ist; 
je mehr die Lésung von vornherein Kohlensaure enthalt, um so weniger 
Alkohol und Kohlensaiure wird durch die Garung gebildet. 


Zur besseren Ubersicht sind die von uns erzielten Werte nochmals 
in folgender Tabelle zusammengestellt. 








Zugesetzte Kohlensaure Pen 
SUL ee he a Be es aries. ag ea 4,2¢ in 100 ccm 
ee ee ee ee 2,71 ¢g 
2 Std. an CO,-Bombe, gelegentlich geschiittelt . . 1,74¢ 
6 Std. an CO,-Bombe, standig geschiittelt . ....... 0,74 ¢ 
Wie vorstehend, Hefe nach Schitteln eingepreBt . 0,74 g 


Als dritter Hemmungsfaktor kénnte die reine Druckwirkung 
des gebildeten Gases in Betracht kommen. Unsere Versuche ergaben 
zunachst, daB nicht davon die Rede sein kann, daB ein ganz bestimmter 
Kohlensauredruck die Garung aufhebt. Besonders die angewendete 
Gartemperatur sowie die Gréfe des freien Raumes, der sich tiber der 
Nahrlésung im geschlossenen Gargefa8 befindet, sind ausschlaggebend 
fiir die Héhe des erreichbaren Druckes. Da der gebildete Druck 
bei derselben Temperatur abgelesen werden mu, bei der das Gargefab 
geschlossen wurde, ist selbstverstandlich. DaB die GargefaBe nicht 
ganz mit Lésung gefiillt werden diirfen, wurde bereits erwahnt, ist 
der freie Raum sehr groB, so erzielt man nur geringere Drucke. Ob 
man bei unseren Versuchen etwa 0,5 oder 1 oder 2cm freien Raum 


1 R. Albert, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 33, 3775, 1900. 
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lieB, spielte fiir die Druckhéhe keine Rolle, da sich Kohlensdure in 
Wasser im Verhialtnis von 1: 1 lést. Bei unseren bei Zimmertemperatur 
durchgefiihrten Garversuchen ergaben sich Drucke von etwa 38 bis 
40 Atm., was mit den Ergebnissen von Kolkwitz, der mit wesentlich 
anderer Apparatur (gebogenen Glasréhren) arbeitete, tibereinstimmt. In 
einer FuSnote zu seiner Arbeit gibt Kolkwitz an, daB es ihm bei einem 
spateren Versuch bei Zimmertemperatur noch gelungen sei, einen Druck 
von 60 Atm. zu erzielen. Das ist nach unseren Erfahrungen durchaus 
méglich, aber wahrscheinlich auf auBere Bedingungen (Temperatur- 
differenzen, geringen Gasraum) zuriickzufiihren. Die Druckhéhe kann 
bei den Garversuchen variieren, als annahernd konstant erwies sich 
aber unter gleichen AuBenbedingungen die erreichbare Alkohol- und 
Kohlenséiuremenge, die von Kolkwitz bei seinen einzelnen Versuchen 
nicht angegeben ist. Es steht jedenfalls fest, daf im geschlossenen 
GefaB die Hefegairung durch etwa 1 Mol Kohlensaure im Liter und 
die diesem Kohlensauregehalt entsprechende Alkoholmenge gehemmt 
wird Es entstehen bei der von uns beschriebenen Versuchsanordnung, 
wie bereits erwahnt, normalerweise 38 bis 40 Atm. Druck. 

Die bisher erérterten Versuche besagen nichts tiber die reine 
Druckwirkung des gebildeten Gases. Zur weiteren Untersuchung 
dieser Frage stellten wir Versuche derart an, daB wir die Garliésungen 
von vornherein unter Druck inerter Gase (Stickstoff, Wasserstoff) 
setzten. Zunichst wurde ein Versuch mit 90 Atm. Wasserstoffdruck 
durchgefiihrt. Ein so hoher Druck ist weder vort uns noch von Kolkwitz 
bei normaler Gairung beobachtet worden. Es zeigte sich, daB die Hefe- 
garung durch den aufgepreBten Wasserstoffdruck nicht gehemmt 
wurde (Versuch 14). Durch diesen Versuch ist bewiesen, daB der Druck 
an sich fiir das Aufhéren der Hefegirung bei 38 bis 40 Atm. ohne jeden 
EinfluB ist. 

Nicht gezeigt ist aber damit, daB nicht noch héhere Drucke die 
Garung hemmen kénnen. Wir untersuchten daher Drucke von 150, 
300 und 1000 Atm. (Versuche 15, 16, 17, 18). Tatsachlich ergaben 
diese Versuche, dab mit fertschreitender Druckwirkung eine Hemmung 
der Garung eintritt. Bei 1000 Atm. Wasserstoffdruck wurden nur 
noch 0,92 Liter Kohlenséure und 1,88 g Alkohol in 100cem Nahr- 
léisung gebildet, gegen 2.20 Liter Kohlensiure und 4,10g Alkohol 
bei derselben Versuchsanordnung ohne Wasserstoffiiberdruck. Die 
Vermutung, daB bei dem hohen Druck der Wasserstoff vielleicht den 
GarungsprozeB chemisch beeinflussen kénnte, erwies sich als un- 
begriindet, mit 1000 Atm. Stickstoffiiberdruck erhielten wir annahernd 
die gleichen Ergebnisse. Anzunehmen ist, daB die hemmende Wirkung 
des hohen Druckes nicht auf einen rein physikalischen EinfluB zuriick- 
zufiihren ist, sondern vielleicht teilweise oder ganz auf die verstarkte 


30* 
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riftwirkung der gebildeten Kohlensaure und des entstandenen Alkohols 
unter diesen Druckverhaltnissen. 

Im folgenden sind die Ergebnisse der Garung bei verschiedenen 
Drucken nochmals zusammengestellt. 











Anfangsdruck Enddruck Koblensaure Alkohol 

Atm. | Atm. Liter in 100 ccm g in 100 com 

0 40 2,20 4,10 

90 138 2,37 4,37 

150 180 ba 1,42 8,09 

300 370 1,07 2,44 

1000 1100 | 0,92 1,88 

1000 1190 0,80 1,50 


Ein weiterer, fiir die Unterbrechung der Hefegarung unter Druck 
vielleicht wesentlicher Faktor konnte leider nicht genau bestimmt 
werden, das ist die Wasserstoff-lonenkonzentration der Lésung. Nach 
Liiers! strebt die Hefe bei der Garung einer Grenzkonzentration von 
pu = 2,7 zu, unabhangig davon, welchen Saure- oder Alkaliwert 
die Nahrlésung bei Beginn der Garung zeigte. Bei unseren Versuchen 
zeigten die Garlésungen nach dem Abblasen der Kohlensaure nur eine 
schwach saure Reaktion (etwa py = 5 bis 6), wahrscheinlich hatten 
aber die Lésungen mit der unter Druck gelésten Kohlensaure viel 
niedrigere py-Werte. Die uns zur Verfiigung stehende Apparatur 
gestattete nicht, diesen Sauregrad der Lésungen unter hohen Drucken 
zu messen. 

In unseren Versuchen zeigte die Hefe nach Abblasen der Kohlen- 
siure meist keine Garung mehr, obwohl noch geniigend Zucker vor- 
handen war. Auch nach Uberimpfen in frische Nahrlésungen kam 
Garung iiberhaupt nicht oder doch nur sehr langsam in Gang. Die 
Hefe war ganz oder gréBtenteils abgestorben, wie das auch Kolkwitz 
beobachtet hat. 

Es wire nun von groBem Interesse gewesen, die Versuche bei 
noch héheren Drucken fortzusetzen, um festzustellen, ob es Druck- 
werte gibt, bei denen die Giarung gianzlich unterbunden wird. Wir 
muBten die Versuche aber abbrechen, da die uns zurzeit zur Ver- 
fiigung stehende Apparatur zur Anwendung noch wesentlich héherer 
Drucke nicht geeignet ist. 

Von Kolkwitz wurde die biologisch interessante Frage angeschnitten, 
ob vielleicht bei der Hefegirung unter Druck fliissige Kohlensaure 
entstehen kénnte. Der von uns angewendete Druck von 1000 Atm. 
(nach der Garung 1190 Atm.) wiirde dem Druck der gréBten bisher 


1 Liiers, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 37, 79, 1914. 








gefa 
und 


der 

such 
bei | 
sprec 


GréB 
hemn 
gelost 
‘ 
inerte 
gehen 
Hemn 
ohne 
erhalt 
norma 








iel 
ur 
en 


or- 
am 
Die 


putz 


ick- 
Wir 
Ver- 
eret 


ten, 
aure 
\tm. 
sher 








Untersuchungen iiber Hefegirung bei hohen Gasdrucken. 457 


bekannten Meerestiefen annihernd gleichkommen. Da8 sich dort 
Hefen entwickeln, und daB diese Kohlensiure ausscheiden kénnen, 
ist nach unseren Versuchen durchaus méglich. Bei der von uns an- 
gewendeten Girtemperatur wird reine Kohlensiure schon bei etwa 
60 bis 65 Atm. fliissig, das besagt aber keineswegs, daB bei héheren 
Drucken fliissige Kohlenséure ausgeschieden werden miiBte. Es kommt 
dabei nicht auf den Druck, sondern auf den Partialdruck an. Die 
gebildete Kohlensaure lést sich im Wasser bis zu etwa 1 Mol im Liter, 
dann wird die Kohlensiureproduktion unterbunden. Wir kénnen 
uns keine natiirlichen Verhiltnisse oder experimentelle Versuchs- 
anordnungen vorstellen, unter denen es méglich ware, durch Girung 
fliissige Kohlensaure zu erzeugen. 


Zusammenfassung. ° 

Es wurde die Hefegirung untersucht in geschlossenen Stahl- 
gefaBen mit Vorrichtungen zum Messen des entstandenen Druckes 
und zum Abblasen und Messen des gebildeten Gases. 

Bei Zimmertemperatur hérte die Girung auf, wenn der Druck 
der gebildeten Kohlensiure etwa 38 bis 40 Atm. betrug. Die Unter- 
suchung der entstandenen Stoffwechselprodukte ergab, daB die Garung 
bei etwa 1 Mol Kohlenséiure im Liter unterbrochen wird, die ent- 
sprechende Alkoholmenge betragt ungefaihr 40g im Liter. 

Die angegebene Druckhéhe von etwa 40 Atm. ist keine konstante 
GréBe, sie wechselt je nach den vorhandenen Versuchsbedingungen. 

Der durch die Garung selbst entstehende Druck iibt an sich keinerlei 
hemmende Wirkung aus, hemmend wirken die in der Nahrliésung 
geliste Kohlensiure sowie der gebildete Alkohol. 

Setzt man das GargefiB von Anfang an unter einen Druck eines 
inerten Gases von 9) Atm., so wird der GarprozeB in keiner Weise 
gehemmt. Bei 150 Atm. Anfangsdruck zeigte sich bereits eine deutliche 
Hemmung, bei 1000 Atm. wurde nur noch ungefihr die Hilfte der 
ohne Anfangsdruck erzielbaren Kohlensiure- und Alkoholmenge 
erhalten. Im iibrigen verliuft die Girung aber auch noch bei 1000 Atm. 
normal. 





Uber die Milchsaiurebildung aus Rohrzucker unter Druck’. 


Von 
H. Wolf. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1929.) 


Bereits im Jahre 1876 untersuchte Schiitzenberger? die Bildung 
der Milchséure aus Rohrzucker durch Einwirkung von Barythydrat 
und etwas Wasser unter Druck. Hierbei erhielt er bei etwa 160° 60° 
Milchsaure, nach einer spaiteren Angabe* scgar fast 80°. Windisch, 
Kolbach und Ruckdeschel* unterzogen nun unter anderem diese Reaktion 
einer eingehenderen Untersuchung. Sie erhielten unter ahnlichen 
Versuchsbedingungen (180 bis 200°) gleichfalls bis 60°, Milchsaure, 
bezweifeln jedoch die Angabe von Schiitzenberger, daB bis 80% 
Milchsaéure erhalten werden kénnen. Versuche der gleichen Autoren 
mit Invertzucker ergaben unter den gewahlten Versuchsbedingungen 
keinen Unterschied in der Milchsiureausbeute gegeniiber den Ver- 
suchen mit Rohrzucker. Die sonstigen Untersuchungen iiber die 
Milchsaurebildung aus Zuckerarten haben hier kein unmittelbares 
Interesse, und zur Vermeidung von Wiederholungen sei auf die Literatur- 
zusammenstellung in der Arbeit von Windisch, Kolbach und Ruck- 
deschel verwiesen und hinsichtlich sonstiger Arbeiten tiber Zucker- 
spaltungen auf die Literaturangaben von F. Fischler®. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde zunachst die Einwirkung 
von Kalk unter Druck auf Rohrzuckerlésungen bei héheren Tem- 
peraturen studiert, und im Anschlu8 an die gewonnenen Ergebnisse 


1 Diese Publikation ist als V. Mitteilung der von K. Bernhauer be- 
gonnenen Publikationsserie tiber ,,Zuckeroxydationen und -zersetzungen‘“‘ 
aufzufassen. 

2 Bull. 25, 289, 1876. 

3 B. 9, 448, 1876. 

4 Wochenschr. f. Brauerei 44, 441, 1927. 

5 H. 157, 23, 1926. 
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wurden auch Invertzucker, Glucose und Fructese in den Bereich der 
Untersuchungen gezogen. Es wurde hierbei insbesondere die Spaltung 
des Zuckermolekiils in C,-Ketten beriicksichtigt; als Endpr: dukt 
dieses Spaltungsvorganges ist unter den gewahlten Versuchsbedingungen 
die Milchsaéure anzusehen, die ihre Entstehung der Umwandlung des 
aus den Triosen hervorgegangenen Methylglyoxals verdankt. Es zeigte 
sich bei dieser Untersuchung, da unter Versuchsbedingungen die 
sich fiir die Milchsaurebildung aus Rohrzucker als optimal erwiesen, 
bei Verwendung von Invertzucker sowie von Glucose oder Fructose 
auffallende Unterschiede in der Milchsiureausbeute vorhanden sind. 
So ergaben die Versuche mit Rohrzucker Milchsiureausbeuten von 
67 bis 73°, die mit Invertzucker, Glucose oder Fructose dagegen 
nur 25 bis 38°. Invertzucker verhielt sich hierbei wie ein Gemisch 
von Glucose und Fructose. Beriicksichtigt man nun, dab. im R:hr- 
zuckermolekiil die Fructose gemaB der allgemeinen Auffassung in labiler, 
also zerfallsbereiter Form vorliegt, die Gluccse dagegen in der n-Form, 
so scheint dies aen Schliissel zur Erklirung dieses zunachst recht merk- 
wiirdig erscheinenden Verhaltens zu bieten. Legt man niamlich der 
Berechnung der Milchsaéureausbeute aus den beiden Bestandteilen 
des Rohrzuckers die fiir Glucose ermittelten Werte zugrunde, so ergibt 
sich, daB der Fructoseanteil des Rohrzuckers fast zu 100°,, in Milch- 
siure umgewandelt wird!'. Auf diese SchluBfolgerung hat bereits 
K. Bernhauer in einer vorangehenden Mitteilung? hingewiesen. Zugleich 
spricht dieses Ergebnis fiir die von Bernhauer entwickelte Vorstellung, 
daB nur die labilen Zuckermodifikationen einem Zerfall in C,-Ketten 
unterliegen. Da im Rohrzucker eine labile Zuckerform priiformiert 
ist, erscheint so das erhaltene Ergebnis verstandlich. Man wird demnach 
anzunehmen haben, daB bei der hohen angewandten Temperatur 
und dem dabei auftretenden Druck eine Inversion des Rohrzuckers 
statthat, und daf die hierbei gebildete y-Fructose einer sofortigen S paltung 
unterliegt und die gebildeten Spaltstiicke eine momentane Umwandlung 
in Milchsdure erleiden. Hierzu méchte ich noch folgendes bemerken: 
Aus sonstigen bisher durchgefiihrten Versuchen geht hervor, dab 
bereits beim Erhitzen von Rohrzuckerlésung allein unter Druck ein 
tiefgreifender Zerfall stattfindet und daB die hierbei erhaltenen Fliissig- 
keiten Fehlingsche Lésung bereits in der Kalte stark zu reduzieren 


1 Z.B. in Versuch 3 wurden 68,5°%, (= 6,85 g) an Milchséure aus 
Rohrzucker (10g) erhalten, in dem analog durchgefitihrten Versuch 10 
aus Glucose (10g) nur 32,3°, (= 3,23 g); dies entspricht, auf Versuch 3 
angewendet 1,6g Milchséiure aus dem Glucoseanteil des Rohrzuckers 
(5,25 gz); demnach entfallt die Differenz (= 5,25 g) auf den Fructoseanteil 
des Rohrzuckers (5,25 g). Dies eutspricht einer 100 °,igen Ausbeute. 

2 Diese Zeitschr. 210, 175, 1929. 
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vermégen. Dieser Befund deutet darauf hin, daB unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen die bei der vermutlich vorangehenden Rohr- 
zuckerinversion gebildeten Hexosen einem Zerfall in Triosen unterliegt. 
Uber diese in Gemeinschaft mit K. Bernhauer durchgefiihrten Unter- 


suchungen soll alsbald eingehender berichtet werden. 


siuren in den Bereich der Untersuchungen gezogen. 


Weiterhin sei 
darauf hingewiesen, daB die Umwandlung der gebildeten Spaltstiicke 
in Milchsaure in den hier zu beschreibenden Versuchen eine momentane 
sein mu}, bedingt durch den status nascens. Dies geht aus Versuchen 
mit Dioxyaceton hervor, die eine wesentlich geringere Ausbeute an 
Milchséure ergaben. Hieriiber sowie tiber eine eingehendere Unter- 
suchung des Verhaltens der Glucose und Fructose, sowie anderer 
Zuckerarten im gegebenen Zusammenhang (mit und ohne Alkali, 
wie Kalk und Erdalkalicarbonate), soll demnichst gemeinsam mit 
K. Bernhauer berichtet werden. Ebenso wird der Abbau der Saccharin- 


DaB in der oben erwihnten Arbeit von Windisch, Kolbach und Ruck- 
deschel nicht die gleichen Unterschiede im Verhalten des Rohrzuckers 
einerseits und des Invertzuckers andererseits zutage treten 
von mir durchgefiihrten Versuchen, haingt wohl damit zusammen, dab 
bei den Versuchen der genannten Autoren wesentlich andere Versuchs- 
bedingungen eingehalten wurden wie in den hier mitzuteilenden. Die 
Unterschiede in den Versuchsbedingungen beziehen sich insbesondere auf 
die Anwendung von sehr hoch konzentriertem Alkali (Barythydrat) in 
der genannten Untersuchung. . Weiterhin muB noch darauf hingewiesen 
werden, daB in dieser Arbeit gerade unter Versuchsbedingungen, bei denen 
Rohrzucker 56 bis 60% Milchséure ergab, keine Versuche mit Invert- 


zucker durchgefiihrt wurden. 


Experimentelles. 
(Zum Teil mitbearbeitet von W. Heinzl.) 


a) Methodik. 


wie bei den 


Die Durchfiithrung der Versuche erfolgte in der Weise, daB Zucker- 
lésungen von bestimmter Konzentration mit Caletumoxyd bzw. -carbonat 
versetzt und in einem mit Riihrwerk versehenen Eisenautoklaven auf 
bestimmte Temperatur erhitzt wurden. Hierbei wurde die Innentemperatur 
gemessen. Die Durchmischung der Fliissigkeit im Innern des Autoklaven 
erfolgte nur zeitweise. Die Versuchszeit wurde von dem Zeitpunkt an 
gerechnet, bei dem die gewiinschte Temperatur erreicht war. 


Zur Aufarbeitung der Versuche wurde der Autoklaveninhalt mittels 
einer Pipette quantitativ herausgenommen, die Lésung am Wasserbad 
erwarmt, um eventuell ausgefallene Ca-Salze in Lésung zu bringen, und 
nach dem Filtrieren und Waschen auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. 
Aliquote Teile dieser Lésung wurden nun fiir die Bestimmung der Milch- 
siure und Ameisensdéure sowie die sonstigen Proben verwendet. Zunichst 
wurde ein bestimmter Teil der Fliissigkeit mit Schwefelséure von bekanntem 


Gehalt angesiuert und mit Wasserdampf destilliert. 


Die 


Destillation 
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wurde in dem Zeitpunkt abgebrochen, bei dem die Aziditét in 1 Liter 
Destillat nicht mehr als 0,1 bis 0,2ccm normaler Kalilauge entsprach. 
Das Destillat wurde nach dem Neutralisieren etwas konzentriert und nach 
Lieben und Skala’ mit Sublimat zur Bestimmung der Ameisenséure um- 
gesetzt. Es wurde nun stets gefunden, da8 die durch Titration der fliichtigen 
Saéuren ermittelten Werte die mittels Sublimats bestimmte Ameisenséure- 
menge weit tiberschritten. Dies ist in der Weise zu erklaren, daB ein ge- 
wisser Anteil der Milchséure auch mit Wasserdampf fliichtig ist. In 
eigenen Versuchen mit entsprechenden Milchséuremengen wurde dies er- 
hartet. Der Riickstand der Wasserdampfdestillation diente zur Bestimmung 
der Milchséure nach dem Verfahren von Scebereny*®. Zu diesem Zwecke 
wurde die zugesetzte Schwefelsiuremenge zunichst mittels gestellter 
Kalilauge neutralisiert und die Lésung am Wasserbad auf ein kleines 
Volumen eingedampft. Im tibrigen wurde nach der Vorschrift von Scebereny 
vorgegangen, doch wurde auf besonders gute Kiihlung durch Anwendung 
zweier Kithler (ein Kugel- und dariiber ein Schlangenkiihler) Wert gelegt, 
um zu vermeiden, da’ die bei der Oxydation entstehende Kohlenséure 
Essigséure mitreiBt. Es zeigte sich, daB unter Einhaltung dieser Vorsichts- 
maBbregel die Methode fiir die genannten Zwecke gut anwendbar ist. Fiir 
diese Analysen wurden jeweils Mengen verwendet, die bei der Titration 
etwa 12 bis 18ccm normaler Kalilauge entsprachen. Zur Stiitze der so 
gewonnenen Ergebnisse wurde in einer Reihe von Versuchen die Bestimmung 
der Milchséure auch nach dem modifizierten Verfahren von Fiirth und 
Charnass* yvorgenommen. Dabei wurde so vorgegangen, daB der nach 
dem Anséuern mit Schwefelsiure und Destillieren mit Wasserdampf er- 
haltene Riickstand in Anlehnung an die erwahnte Methode weiter be- 
handelt wurde. Die nach beiden Methoden erhaltenen Resultate zeigten 
eine durchaus befriedigende Ubereinstimmung. Um nun auch den préi- 
parativen Beweis fiir die gebildete Milchséure zu liefern, wurde in einer 
Reihe von Versuchen die Milchséure als Zinksalz abgeschieden. Hierbei 
wurde in der Weise vorgegangen, daB aus einem bestimmten Teile der 
Fliissigkeit das Calcium durch Zusatz der aquivalenten Menge Oxalséure, 
die durch Bestimmung des Ca-Gehalts der Lésung ermittelt worden war, 
ausgefallt und das Filtrat mit Zinkcarbonat neutralisiert wurde. Durch 
Konzentrieren am Wasserbad gelang es, reichliche Mengen an Zinklactat 
zur Abscheidung zu bringen. Vielfach wurde hierbei sofort ein fast reines 
Zinklactat gewonnen. Die so gewonnenen Zinksalze wurden bei 100° ge- 
trocknet und gewogen. Auf eine quantitative Abscheidung wurde hierbei 
kein Wert gelegt, da nur der praparative Nachweis der Milchséurebildung 
beabsichtigt war. Es wurden vielfach die so erhaltenen Zinksalze nach dem 
Umkristallisieren aus Wasser und Trocknen durch Bestimmung des Zink- 
gehalts analysiert und hierbei stets gute Resultate erhalten. Es wurde 
auch festgestellt, daB aus den Mutterlaugen nach der Abscheidung des 
Zinklactats durch Zusatz gewogener Mengen analysierter Milchséure noch 
weitere Mengen von Zinklactat zur Kristallisation gebracht werden kénnen. 
In diesen Fallen wurde in der Mutterlauge die noch verbleibende Milch- 
siuremenge nach Scebereny ermittelt und dabei zumeist die zugesetzte 
Milchséuremenge oder noch mehr gefunden. 


1M. 14, 746, 1893. 
2 Zeitschr. f. anal. Chem. 56, 505, 1917. 
3 Oppenheimer und Pincussen, Methodik der Fermente 1929, 8S. 1270, 
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b) Vorversuche. 

Fiir die beabsichtigten Zwecke erschien es zunachst erforderlich, 
Versuchsbedingungen zu ermitteln, die fiir die Milchséurebildung aus 
Rohrzucker optimal erschienen, denn nur so konnte ein verlaBlicher Ver- 
gleich mit Invertzucker usw. vorgenommen werden. Es wurde daher in 
einer Reihe von Vorversuchen die Reaktionstemperatur, Kalk- und Zucker- 
menge variiert, und auch die jeweilige Bildung der Ameisenséiure neben 
der Bestimmung der Milchséure beriicksichtigt. Es zeigte sich, daB die 
Zuckerkonzentration keine wesentlichen Unterschiede in den Milchsaure- 
und Ameisenséuremengen bedingt, wie auch aus den spater mitzuteilenden 
systematischen Versuchen hervorgeht. Erst bei Temperaturen von etwa 
165° an wurden gréBere Mengen Milchséure erhalten und ebenso nennens- 
werte Mengen Ameisenséiure. Héhere Temperaturen (etwa 200°) ergaben 
etwas gr6éBere Milchséiureausbeuten und weniger Ameisenséure, wiaibrend 
eine weitere Steigerung der Temperatur keine Erhéhung der Milchséure- 
menge, wohl aber ein vélliges Verschwinden der Ameisensaéure bedingte- 
Es wurden daher die Hauptversuche vornehmlich bei etwa 200° vor- 
genommen, um die gebildeten Ameisenséiuremengen zu Vergleichszwecken 
heranziehen zu kénnen. Hinsichtlich der Reaktionsdauer wurde gefunden, 
daB nach etwa 7 Stunden der ProzeB zweifellos beendigt ist; bei geringerer 
Versuchsdauer war die Milchséureausbeute geringer, dagegen die Ameisen- 
siuremenge gréBer. Die geringste Milchsiuremenge und relativ gréBte 
Ameisenséuremenge wurde beispielsweise in einem Versuch nach 1°, Stunden 
gefunden. Aus derartigen Versuchen war zugleich ersichtlich, daB die 
Ameisensaure unter den gewahlten Versuchsbedingungen einem allmahlichen 
Zerfall anheimfallt. Weiterhin wurde auch festgestellt, daB Ca-Lactat in 
Gegenwart von einem Mol Kalk?! bei Einhaltung der sonstigen optimalen 
Versuchsbedingungen bestandig ist, was mit den Ergebnissen von Windisch 
und Mitarbeitern iibereinstimmt. Beziiglich der Kalkmenge wurde fest- 
gestellt, da8 bei Verwendung von weniger als einem Mol Kalk die Milch- 
séureausbeute geringer ist. Es kam daher in den Hauptversuchen stets 
mindestens 1 Mol Kalk in Anwendung. Der EinfluB des Druckes auf den 
Reaktionsverlauf ist nicht ohne weiteres klar, da er sich mit der Temperatur 
und der angewendeten Fliissigkeitsmenge andert, doch wurde stets die 
Messung des Druckes vorgenommen, da dies einen MaBstab fiir das Dichten 
des Autoklaven darbot. Da jedoch stets im gleichen Autoklaven und bei 
den Hauptversuchen mit gleichen Fliissigkeitsmengen gearbeitet wurde, 
ergeben sich daraus keinerlei Stérungen fiir den Vergleich der einzelnen 
Versuche. 

c) Hauptversuche. 

In den Versuchen 1 bis 5 wurden jeweils 10 g Rohrzucker in 5 °., iger 
Lisung (200 ccm) verwendet und in Versuch6 80g Rohrzucker in 
40°, iger Lésung. Variiert wurden hierbei Temperatur und CaO-Menge, 
wie aus Tabelle I ersichtlich ist. 

Aus den Versuchen | bis 3 geht hervor, daB die Erhéhung der 
Temperatur keinen sehr wesentlichen Unterschied hinsichtlich der 
Milchsiureausbeute bedingt, abgesehen von einem kleinen Anstieg. 


1 Die Angabe 1 Mol CaO ist hierbei auf 1 Mol Hexose bezogen, da 
diese theoretisch 1 Mol Ca-Lactat liefern kann. 
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Tabelle I. 

Vecsushsnummer 1 2 3 4 5 6 
Zuckermenge,g ...... | 10 10 10 10 10 80 
Zuckerkonzentration, %. . . 5 5 5 5 5 40 
iS nie 6 8 1 1 1 2 3 1 
Temperaturgrade. ..... 165 197 235 197 197 197 
a oe 8 16 35 16 16 15 
Ca in Léeung, g... . 1,94 1,92 1,83 | 2,16*| 229% 14,52 
Milchsaure, ber. aus ‘Ca, % .| 87,15; 86,6 82,63 97,25 103.2 81,5 

. nach Scebereny, % 65,6 | 67,5 68,5 70,5 70,5 73,2 

“ » Firth, % 67,9 68,5 70.5 | 733 74,8 _ 
eee Bs Fs SSS 8 8,2 8,4 7 8,3 68 
Ameisensaure,%...... 2,13 1,86 0 2,32 2.02 1,87 
Zuckerverbrauch, g. .... 10 9,67 10 10 10 80 


* In den Versuchen 4 und 5 reagierte die Fliissigkeit alkalisch, in den anderep neutral. 


Dagegen ist der Einflu8 der Temperatur auf die Ameisensadurebildung 
sehr deutlich, denn mit steigender Temperatur verschwindet sie schlieB- 
lich véllig. Ein Vergleich der Versuche 2, 4 und 5 lehrt, daB bei An- 
wendung von einem Mol CaO das Optimum der Milchsaurebildung 
nahezu erreicht ist; die Anwendung von 2 Mol ergab nur einen geringen 
Anstieg, doch ist bemerkenswert, daB hier die Reaktionsfliissigkeit 
nur gelb gefarbt war, hingegen bei einem Mol rotbraun und bei 3 Mol 
rotlich. Dieser rein auBerliche Unterschied machte sich auch bei der 
Isolierung des Zinklactats bemerkbar, indem gerade bei Versuch 4 
das Zinksalz sofort in fast ganz reiner orm gewonnen werden konnte. 
Die Ameisensaiuremenge stieg bei der Steigerung von 1 Mol auf 2 Mol 
etwas an, nahm jedoch dann wieder ab. Aus einem Vergleich der Ver- 
suche 2 und 6 geht hervor, daB die Zuckerkonzentration keinen wesent- 








Temperatur iiberall 197°, 


Druck 16 Atm. 


lichen Unterschied in der Milchsiure- und Ameisensiéiureausbeute 
bedingt. 
Tabelle II. 
Versuchsnummer 7 s a 10 11 

_Zuckerart ... Invertzucker Glucose | Fructose 
Zuckermenge, g. : 10 10 10 10 10 
Zuckerkonzentration, 9, 5 5 5 5 5 
CaO, Mol 1 2 3 1 1 
Ca in Lésung, g viene 1,42 1,75 1,89 1,32 1,36 
Milchsaure, ber. aus Ca, % 64,2 78,7 85,1 59,2 61,2 

° nach Scebereny, ° 27,1 34,6 37,6 32,3 25,1 

> » Furth, % 26,2 34 34 29,7 25 
Ameisensdure,%..... 4,73 5,46 5,52 4,62 4,58 
Zuckerverbrauch, g . 9,76 10 10 10 10 
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Die Versuche 7 bis 11 zeigen ganz allgemein im Vergleich mit den 
Versuchen | bis 6, daB bei Verwendung von Invertzucker oder Glucose 
bzw. Fructose eine auffallend geringere Ausbeute an Milchsaure erzielt 
wird und anscheinend in Parallele hierzu eine bedeutend gréBere 
Ameisensauremenge. Ein Vergleich der Invertzuckerversuche unter- 
einander zeigt, daB bei Steigerung der Kalkmenge eine deutliche Er- 
héhung der Milchséiure- und Ameisenséiuremenge zu verzeichnen ist. 
Trotzdem ist auch bei Verwendung von 3 Mol (Versuch 9) im Vergleich 
mit dem betreffenden Rohrzuckerversuch (Versuch 5) ein sehr deut- 
licher Unterschied in der Milchsiure- und Ameisensiuremenge vor- 
handen. Glucose und Fructose verhielten sich, wie zu erwarten war, 
im wesentlichen analog wie Invertzucker; dies geht auch aus spiter 
mitzuteilenden Versuchen mit mehr Molen CaO hervor. Eine Ent- 
scheidung der Frage, welcher der beiden Zucker fiir die Milchsaure- 
bildung geeigneter erscheint, lassen die geringen Unterschiede in den 
Analysenwerten nicht zu. 

In den Versuchen 12 und 13 wurde die Luft im Autoklaven durch 
Kohlensaéure und andererseits durch Sauerstoff ersetzt; im tibrigen 
wurden die gleichen Versuchsbedingungen eingehalten wie bei Versuch 6. 
In diesen Versuchen wurden ganz analoge Analysenwerte erhalten 
wie in Versuch 6. Milchsaiure 70,5 und 71 %, (nach Scebereny); Ameisen- 
siure 1,83 und 1,85°,. Man kann daher annehmen, da sowohl die 
Milchséure- als auch die Ameisensiurebildung vom Vorhandensein 
des Sauerstoffs ganz unabhangig sind. 

In den Versuchen 14 und 15 kam in Rohrzuckerversuchen Calcium- 
carbonat (1 Mol) an Stelle von CaO in Anwendung. Versuch 14 wurde 
mit 80g Rohrzucker in 40°,,iger Lésung und Versuch 15 mit 10g 
Rohrzucker in 5 °/,iger Lésung durchgefiihrt; beide bei 197°. Ameisen- 
siure 5,66 bzw. 4,2°,. Ein Vergleich mit den Versuchen 3 und 4 zeigt 
demnach, da bei der geringen vorhandenen Alkalitaét ein sehr starker 
Anstieg der Ameisensiuremenge zu verzeichnen ist. Die Milchsaure- 
bildung war hierbei gering (um 20°). Dagegen wurde hier die Beob- 
achtung gemacht, daB die Reaktionsfliissigkeit Fehlingsche Lésung 
bereits in der Kalte zu reduzieren vermag, ein Befund, der auf die 
Anwesenheit von Triosen hinweist!. 

Bei allen beschriebenen Versuchen konnte im Riickstand Calcium- 
carbonat nachgewiesen werden. Die hierfiir notwendige Kohlensaure 
riihrt wahrscheinlich aus dem Zerfall der Ameisensiure her, wie auch 
in einem eigenen Versuch mit Ca-Formiat gezeigt werden konnte 
Nach dem 7stiindigen Erhitzen von 3,37 g Ameisensiure in Form 


1 Uber die Einwirkung von Erdalkalicarbonaten auf Zuckerarten soll 
alsbald gemeinsam mit K. Bernhauer berichtet werden. 
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von Ca-Formiat mit 200cemn/2 Calciumhydroxydlésung waren 
nur noch 2,97 g Ameisensaure vorhanden. Die Bestimmung der Ameisen- 
siure erfolgte vor und nach dem Versuch nach der Methode von Lieben 
und Skala. Im Riickstand befand sich Calciumearbonat. 


Zusammenfassung. 


Es wurde gefunden, daB bei der Einwirkung von Kalk auf Rohr- 
zucker unter Druck bis etwa 73°, Milchsiéiure gebildet werden, 
aus Invertzucker dagegen nur bis etwa 38°,,. Hinsichtlich der Ameisen- 
sduremengen zeigte sich ein umgekehrtes Verhalten. Dieses Ergebnis 
1aBt den SchluB zu, daB die im Rohrzucker vorhandene labile Fructose- 
modifikation einem annahernd quantitativen Zerfall in Milchsaéure 
zu unterliegen scheint. 








Weiteres iiber die Vorginge 
bei der desmolytischen Bildung von Methylglyoxal durch Hefe. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor Jahresfrist! haben wir mitgeteilt, daB man bei der Einwirkung 
von Hefenferment auf Zucker in Form seines Diphosphats Methylgl yoxal 
in reichlicher Menge erhalten und in Substanz isolieren kann. Durch 
anschlieBende Untersuchungen an dem selben Substrat mit Milchsdure- 
bakterien® haben wir Erweiterungen der Methodik gelernt und erkundet, 
welche Faktoren fiir die Ansammlung von Methylglyoxal ausschlag- 
gebend sind. Im Besitz dieser Kenntnisse war es uns gelungen, bis 
zu 100%, im Durchschnitt 83,2°,, des dem Abbau anheimfallenden 
Zuckers als Methylglyoxal zu fassen. Darauf hat MV. Vogt* entsprechende 
Versuche iiber die analogen Verhaltnisse bei der tierischen Glykol ys 
vorgenommen, und wir haben auch bereits festgestellt, daB bei der 
Glykolyse in den Organen héherer Pflanzen sowie bei den durch ver- 
schiedene Bakterien bewirkten Zuckerspaltungen (Untersuchungen mit 
B. lactis aerogenes und B. pasteurianum) Methylglyoxal in bedeutenden 
Quantitaten erhalten werden kann. 

Daraus folgt der universelle Charakter der Reaktion, und diese 
experimentellen Befunde bilden das Gegenstiick zu den zahlreichen 
Beobachtungen tiber die Anwesenheit des Methylglyoxal verarbeitenden 
Ferments, der Ketonaldehydmutase, in nahezu allen Zellarten*. Wir 
halten uns daher fiir berechtigt, das Methylglyoxal als ein obligates 
Produkt des desmolytischen Kohlenhydrat-abbaues anzusehen, das 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928. 

2 Dieselben, ebendaselbst 207, 232, 1929. 

3 M. Vogt, Klin. Wochenschr. 8, 793, 1929. 

4 Literatur siehe bei C. Newberg und E. Simon in Oppenheimer-Pin- 
cussen, Methodik der Fermente 1929, 8S. 1311. 
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sicherlich im gleichen, wahrscheinlich in noch héherem MaBe, wie wir 
es friiher fiir den Acetaldehyd dartun konnten, eine zentrale Stellung 
bei den biologischen Umsetzungen einnimmt. Diese SchluBfolgerung 
gewinnt an Gewicht durch den Umstand, daB nicht durch einen kiinst- 
lichen Eingriff, mit irgend einem Abfangmittel, diese Ansammlung des 
Methylglyoxals erreicht wird, sondern daB sich der Erfolg schlechtweg 
dadurch einstellt, daB man unter den Partialagentien der natiirlichen 
Enzymkomplexe eine Art Fraktionierung eintreten lat, worauf die normale 
Weiterverarbeitung des gebildeten Methylglyoxals unterbunden wird 
und es einfach liegen bleibt. 


Worin besteht nun diese Beeinflussung? Nach unserem bisherigen 
Wissen ist — von Einzelheiten abgesehen — der zymatische Abbau 
der Kohlenhydrate an das Zusammenwirken zweier Faktorey gekniipft, 
des Ferments und des Coferments. Die Zymase hat unzweifelhaft 
komplexen Charakter und 148t sich in Teilenzyme, wie Phosphatese, 
Phosphatase, Glykolase, Redoxase und Carboxylase, auflésen; bei 
dem Coferment, in dem ,,ein Adenin-nucleotid besonderer Art‘ vor- 
handen ist!, steht die Frage der Zerlegbarkeit oder zum mindesten der 
Identitat fiir die Agenzien verschiedener Herkunft? noch zur Diskussion. 
So viel aber ist gewiB, da die Phosphorylierungen und bestimmte 
Oxydoreduktionen ohne Mitwirkung von Coferment nicht erfolgen. 


Wir hatten — zunachst empirisch im AnschluB an die Erfahrungen 
iiber die Selbst-differenzierung? der Teilenzyme in desmolytischen 
Systemen Versuchsanordnungen gewahlt, die sich bei naherer 


Analyse als MaBnahmen herausgestellt haben, durch welche der Einklang 
von Ferment und Coferment gestért wird. Coferment wirkt, wie erwahnt 
mindestens auf zwei der angefiihrten Teilvorginge, auf die Phos- 
phorylierung und die Oxydoreduktion, und weiter, wenn auch weniger 
ausgesprochen, auf bestimmte Dephosphorylierungen*. Seit A. Hardens 
Fundamentalversuch kann man Zymase durch Ultrafiltration ihrer 
Lésung in Ferment und Coferment zerlegen. Spater sind andere Methoden 
der Trennung bekannt geworden, wie Dialyse (EZ. Buchner und .,. An- 
toni), die gleichfalls mit geléstem Enzymmaterial ausgefiihrt wird. 
und vielfach angewendet wird die Aufteilung der beiden Agenzien an 
dem festen Praparat der Dauerhefe (Zymin), aus der sich mit Wasser die 


1 H.v. Euler und K. Myrbdck, Naturw. 17, 291, 1929. 

2 C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 199, 232, 1928; C. Neuberg 
und M. Kobel, Zeitschr. f. physikal. Chem. (Haber-Band) 139, 631, 1928; 
H.v. Euler und K. Myrbdck, H. 181, 10, 1929. 

® C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 137, 1913; 56, 497, 1913; 61, 172, 
1914; 71, 9, 1915; C. Newberg und J. Hirsch, ebendaselbst 98, 148, 1919; 
C. Neuberg, ebendaselbst 152, 204, 1924. 

4 A. L. Raymond, Journ. of biol. Chem. 79, 637, 1928. 
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Cozymase auslaugen laBt (A. Harden und W.J. Young), wahrend die 
Apozymase zuriickbleibt. In allen Fallen erganzen sich Apozymase 
und Cozymase wieder zum komplett garfahigen Verband. Aus den 
Untersuchungen von C. Newberg und A. Gottschalk! geht hervor, dab 
auch bei der Herrichtung von Aceton-Dauer-Hefen eine gewisse Ab- 
ténung stattfinden kann, indem solche Zubereitungen keine oder sehr 
geringfiigige zymatische Vollwirkung zeigen, sie aber durch Coferment- 
zugabe wieder erlangen. Ahnliches kann unter speziellen Verhaltnissen 
ebenfalls bei Frischhefe beobachtet werden?. Die beiden letzterwahnten 
Tatsachen besagen, daB durch die Art der Vorbehandlung bzw. Ziichtung 
die Cozymase mehr gelitten hat bzw. zur schwacheren Entfaltung komiiat. 


Da tiberhaupt die Cozymase trotz ihrer Bestandigkeit bei kurzer 
Kochdauer labiler zu sein scheint als die Apozymase, bieten sich ver- 
schiedene Methoden dar zur Sonderung der beiden in der Norm zu- 
sammenwirkenden Komponenten. 


Falls es Aufgabe der Apozymase ist, den ihr vom Coferment zuvor 
zugeriisteten Zucker weiter zu verindern, so mute es méglich sein, 
allein mit Apozymase richtig vorbereiteten Zucker zum Zerfall zu 
bringen. Da das als Coferment bezeichnete Agens —- mag es nun ein- 
heitlich sein oder nicht — die Funktion der Co-phosphatese und der 
Co-mutase besitzt, die Apozymase fiir sich aber weder zu _phos- 
phorylieren noch zu dismutieren vermag, so ergibt sich als logische 
Konsequenz die Notwendigkeit, als Substrat fiir die Apozymase phos- 
phorylierten Zucker zu verwenden. A pozymase zerlegt in vollem Ein- 
klange mit diese? Ableitung tatsachlich Hexose-di-phosphat desmol ytisch. 
Ihr geht aber wegen der zweiten Obliegenheit des Coferments, namlich 
seiner Mitbeteiligung bei der Dismutation, die Fahigkeit ab, ein nor- 
maliter auf dem Dismutationswege zu verarbeitendes Zwischenprodukt 
anzugreifen. Apozymase spaltet den phosphorylierten Zucker unter 
Erzeugung von Methylglyoxal, das seinerseits von reiner Apozymase 
allein nicht verandert wird. 


Das ist zunichst die theoretische Grundlage des Verfahrens, mit 
dem wir die reichliche Ansammlung von Methylglyoxal erzwingen. In 
praxi gestaltet sich die Erreichung dieses Zieles nun nicht so extrem 
einfach, wie es nach den erkenntnismaBigen Darlegungen erscheint. Der 
Grund dafiir ist, daB die Zerteilung der Zymase in Apozymase und Co- 
zymase nicht absolut quantitativ erfolgt. Es gelingt verbiirgterweise 
durch MaBnahmen, die eine Coferment-entfernung bezwecken, aus der 
Gesamt-zymase eine Apozymase zu bereiten, die nur schwache Garkraft, 


1 C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 161, 244, 1925. 
2 C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 2038, 454, 1928. 
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geringes Phosphorylierungsvermégen und stark eingeschrankte Dis- 
mutationsfahigkeit aufweist. Jede dieser AuBerungen kann praktisch 
durch die Vorbehandlung unterdriickt werden; doch sind bei scharfer 
Priifung die Trennungen nicht absolut'. Ebenso ist es, wenigstens 
bisher, nur gegliickt, die Weiterverarbeitung des gebildeten Methyl 
glyoxals weitgehend zu unterbinden, nicht aber vollkommen aufzu- 
heben. Das heiBt mit anderen Worten: In den von uns verwendeten 
Apozymase-praparaten war ein Cozymase-rest zugegen. Dies gilt fiir 
die Hefe, wahrend uns eine fast ideale Zerlegung bei dem B. Delbriicki, 
dem Erreger der echten Milchsauregarung, gelungen war*. Jedenfalls 
war es uns méglich, auBer mit den schon friiher beschriebenen Enzym- 
zubereitungen Methylglyoxal zu isolieren mit: ausgewaschenen Trocken- 
hefen (Patzenhofer sowie Ludwigii), Alkohol-Ather-Hefe (untergarig), 
plasmolysierter frischer Hefe (ober- wie untergarig), dialysiertem 
Mazerationssaft (aus Unterhefe). Der Theorie nach sollte nur der vom 
Coferment befreite Riickstand, die Apozymase, Methylglyoxal liefern 
Dies tut er, aber auch die Lésungen der Cozymase bildeten Methyl- 
glyoxal. Die Erklarung diirfte darin liegen, daB in allen Fallen Apo- 
zymase mit in Lésung geht. Bei Trockenhefe ist dies klar; denn das 
Auswaschen kommt ja bis zu einem gewissen Grade einer Herstellung 
von Mazerationssaft gleich, so daB die Waschwasser mit der Cozymase 
auch Apozymase aufnehmen. Aber, was ausschlaggebend fiir den Erfolg 
ist, der sich in der Methylglyoxal-ansammlung offenbart, das ist die 
Tatsache, daB die normale Korrelation zwischen Apozymase und Co- 
zymase geschadigt ist, und ilies offenbar in dem Sinne, daB gemaB der 
zuvor erwahnten gréBeren Labilitat die Cozymase schneller auBer 
Betrieb gesetzt wird. Sehr wohl méglich ist es, daB es sich hierbei nicht 
einfach um eine Vernichtung der Cozymase handelt, sondern da® ihre 
Wirkung von dem absoluten Konzentrationsverhaltnis Apozymase zu 
Cozymase abhangt. Es ist gelaufig, daB garwirksame Hefe-suspen- 
sionen sowie PreB- oder Mazerations-safte lediglich durch Verdiinnung 
an Garkraft einbiiBen und Besonderheiten im Phosphorylierungs-effekt 
aufweisen; wir wissen noch nichts dariiber, worauf diese Erscheinungen 
beruhen. Es ist denkbar, daB infolge der Verdiinnung der Dispersitats- 
grad so geandert wird, daB die neben der Zymase vorhandenen hydro- 
lysierenden Fermente die Oberhand gewinnen und durch Angriff, sei 
es der Apozymase, sei es Cozymase, deren einhelliges Zusammenwirken 
stéren, oder daB bloB die kolloidalen Trager, mit denen die desmolytischen 

4 Vgl. hierzu O. Meyerho/, diese Zeitschr. 178, 468, 1926; H.v. Euler 
und K. Myrbdick, H. 167, 242, 1927; <A. Gottschalk, H. 170, 271, 1927; 
O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 157, 1927. 

2 Uber die Frage nach dem Vorkommen nachweisbarer Cozymase in 
Bakterien siehe bei C. Neuberg und E. Simon, |. ce. 
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Faktoren assoziiert sind, Veranderungen an ihren Oberflachen erfahren, 
die Adsorptionsverhaltnisse und abgestimmtes Zusammenwirken beider 
Teilagenzien in Mitleidenschaft ziehen. Noch manche andere Vor- 
stellungen kann man sich tiber diese Phanomene machen. Der experi- 
mentelle Befund ist jedenfalls, da& die Wechselbeziehung zwischen 
Apozymase und Cozymase beeintrachtigt ist und in jeder der ge- 
trennten Fraktionen Methylglyoxal-ansammlung eintritt, wenn auch 
in verschiedenem Umfange. 

Durch dieses Verhalten wird es verstandlich, daB (mit Ather?) 
plasmolysierte Hefe, deren ungetrennte Gesamtmasse noch garfahig 
ist, sowohl einen Methylglyoxal bildenden Riickstand als eine Methyl- 
glyoxal bildende Lésung liefert. DaB bei Plasmolyse geringe Quantitaten 
Vollzymase (unter Schwachung des Coferments) in Lésung gehen, weil 
man aus den Versuchen von P. Rinckleben® und I. Giglioli?. Durch 
unsere vorbereitenden MaBnahmen wird das harmonische Ineinander- 
greifen von Apo- und Cozymase jedenfalls so weit beeintrachtigt, daB 
die verwendeten Apozymase- und Cozymase-fraktionen nicht mehr 
sichtbar giren, obgleich sie von beiden Partialagenzien Anteile be- 
herbergen. Auf ganz den selben Grund ist die von uns beobachtete 
Erscheinung zuriickzufiihren, dai Trockenhefe ohne jegliche Aus- 
waschung, also als girkraftiger zymatischer Gesamt-komplex, Methyl- 
glyoxal aus Hexose-di-phosphat hervorbringt, sobald das Hefen- 
quantum sehr gering gewahit wird. Dadurch kommt gleichfalls zum 
Ausdruck, daB bei diinnen Aufschwemmungen der durch Wasser- 
entziehung in einen abnormen Zustand versetzt gewesenen Hefe die 
Zusammenwirkung der vorhandenen Teilagenzien hinreichend ge- 
schiadigt ist. Es darf in diesem Zusammenhange an die Beobachtung 
von R. Ege4 erinnert werden, gema8 der zur Erzielung von alkoholischer 
Zuckerspaltung eine bestimmte Mindestmenge an Hefe nicht unter- 
schritten werden darf. 

Alle diese Ergebnisse fanden wir bei ober- und untergarigen Rassen 
— soweit Trockenhefen, Alkohol-Ather-Dauer-Hefen und plasmo- 
lysierte Hefen in Betracht kommen — grundsitzlich gleich. Vom 
Fermentsystem der Unterhefe ist durch Herrn Pi Suner-Bayo auch 
der Hefenmazerationssaft gepriift; in noch unveréffentlichten Ver- 


1 Brauchbar sind auch Essigester, Glycerin, Natriumsulfat, Natrium- 
chlorid und dergleichen; hierbei tritt nach R. Willstdtter und E. Bamann 
(H. 151, 254, 1926) sowie nach W. Windisch, P. Kolbach und E. Fr. Rothen- 
bach (Wochenschr. f. Brauerei 45, 281, 1928) eine beachtenswerte Anderung 
der Wasserstoffionen-konzentration ein. 

2 P. Rinckleben, Chem.-Ztg. 35, 1149, 1911. 

3 [. Giglioli, Chem. Centralbl. 1912, I, 271. 

* R. Ege, diese Zeitschr. 107, 229, 1920. 
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suchen bestatigte sich, daB der durch Dialyse vom Coferment bis zum 
Verlust der Garkraft befreite Saft Methylglyoxal lieferte, aber der 
Ketonaldehyd wurde auch durch den urspriinglichen girtiichtigen Saft 
hervorgebracht, sobald er in geringer Konzentration (auf das 30fache 
verdiinnt) auf das Substrat einwirkte. Es bleibt zu untersuchen, wie 
sehr kleine Mengen von frischer Hefe sich in der angedeuteten Richtung 
verhalten. 

Wir haben schon friiher dargelegt, daB unter dem EinfluB der 
Methylglvoxal bildenden Enzymmaterialien verschiedener Herkunft 
das als Hexose-di-phosphat eingefiihrte Kohlenhydrat nicht  voll- 
kommen umgesetzt wird. Bei den neuen Versuchen hat sich dieses 
ebenfalls gezeigt. Ein Teil des Ausgangsmaterials, des Hexose-di- 
phosphats, bleibt unangegriffen, ein Teil wird partiell dephosphoryliert 
unter Entstehung von Mono-phosphorsaure-estern, ein afiderer Teil 
geht in Zucker iiber und ein weiterer Teil erfahrt Abbau zu Methy}- 
glyoxal. Fiir die Aufstellung der Bilanz sind alle diese Prozesse in 
Rechnung zu ziehen, daneben auch eine Stabilisierung von etwas 
Methylglyoxal zu Milchsaure, die sich nicht ganz unterdriicken 1aBt. 
Bei der Einsetzung in die Bilanz sind folgende Umstinde zu _ beriick- 
sichtigen. Die Trennung von unverandertem Hexose-di-phosphat 
und gebildeten Mono-phosphorsaure-estern ist nicht vollkommen; 
aber ein praktisch ausreichendes Bild wird doch gewonnen. Schwieriger 
liegen die Verhaltnisse hinsichtlich des Charakters des erzeugten Mono- 
phosphats wie beziiglich des durch komplette Dephosphorylierung 
entstandenen Zuckers. Hier sind wir auf unerwartete Erscheinungen 
gestoBen. Bei der Dephosphorylierung finden, wie zuerst C. Neuberg 
und J. Leibowitz! beschrieben haben, viel kompliziertere Umformungen 
statt, als sie einer einfachen Dephosphorylierung entsprechen. Das 
Hexose-di-phosphat, das als 1, 6-Di-phosphorsaure-ester der 2, 5-am- 
Fructose aufgefaBt wird, liefert namlich bei der partiellen Dephos- 
phorylierung nicht nur eines der beiden méglichen Fructose-mono- 
phosphate, sondern auch infolge einer intramolekularen Umlagerung. 
die offenbar mit Acylwanderung verbunden ist, oder durch Total- 
aufbau! aus den letzten Komponenten einen der Robison-ester, die sich 
von der Glucose ableiten. Die ganze Verschlungenheit der Vorginge 
ergibt sich daraus, daB, wie Newberg und Leibowitz! gezeigt und v. Euler 
und Myrbdck? bei Versuchen anderer Art bestatigt haben, umgekehrt 
aus Glucose-mono-phosphat wieder Fructose-di-phosphat entstehen 


1 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 
450, 1927. 

2 Vgl. hierzu W. N. Haworth, Chem. Centralbl. 1927, IT, 1245: 
R. Robison, ebendaselbst 1927, II, 1245; H.v. Euler und K. Myrbdck, 
Ann. 464, 56, 1928. 


31* 
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kann. Das Mono-phosphat, das wir mit dem wasserigen Extrakt 
plasmolysierter Oberhefe erhielten, besaB eine hohe Drehung. Es handelt 
sich also weder um Neuwhberg-ester noch um Rohisons Hexose-mono- 
phosphat. Reines Trehalose-mono-phosphat (s. 8. 480) liegt nicht 
vor, weil das Material Reduktionsvermégen aufwies; wohl aber diirfte 
dieses nicht reduzierende Disaccharid-phosphat einem reduzierenden 
Zucker-ester beige mischt sein, und ob letzterer mit einem der genannten 
Mono-saccharid-phosphate identisch oder mit dem hochdrehenden Ester 
v. Eulers verwandt ist, kénnen wir noch nicht angeben. Der Zucker 
der in diesem Falle entstand, war rechtsdrehend, vermutlich Glucose 
In anderen Fiillen, z. B. bei Verwendung des Riicksta ndes der durch Ather 
plasmolysierten frischen Oberhefe, fanden wir nur wenig eines schwach 
drehenden Mono-phosphats. Dafiir aber trat ein dextrogyres Koblen- 
hydrat bzw. ein Gemisch von Zuckern (Hexose— Trehalose ?) auf, das gar- 
bar war und ein hohes Drehungsvermégen aufwies, waihrend das Reduk- 
tionsvermégen weniger als halb so gro wie das von Glucdie war; Hefe 
vergor die Substanz (oder das Substanzgemenge) vollstanosg, doch 1laBt 
sich iiber die chemische Natur gegenwiirtig noch nichts Sicheres aussagen 
In den Versuchen mit Extrakt aus der plasmolysierten Hefe war 
die Aufstellung einer Bilanz méglich. Das erzeugte Methylglyoxa! 
isolierten wir in der friiher beschriebenen Weise als Bis-2, 4-di-nitro- 
phenyl-hydrazon. In zwei verschiedenen Versuchen betrug die Ausheut: 
an Methylglyoxal das eine Mal 71,6°,,, das andere Mal 85,4 °.,der Theori« 
Das Ergebnis ist demnach so befriedigend, wie man es bei der 
Kompliziertheit der analytischen Verfahren eben erwarten darf. Es 
zeigt sich, da man den durch das desmolytische System der Hefe 
wirklich abgebauten Zucker, unter Beriicksichtigung der weiterhin zu 
Milchsaure dismutierten Menge Ketonaldehyd, in fast der theoretischen 
Ausbeute als Methylglyvoxal wiederfindet. Hier walten also die gleichen 
giinstigen Umstiande ob, wie bei dem in dieser Beziehung glinzend 
funktionierenden glykolytischen System der Milchsaurebazillen 
Weniger einfach liegen die Verhaltnisse, wenn man als Ferment- 
material den unléslichen Riickstand der plasmolysierten Hefenmasse 
verwendet. Die absoluten Ausbeuten an Methylglyoxal, bezogen aut 
das Ausgangsmaterial, waren ungefihr die gleichen wie im Versuch mit 
dem plasmolytisch in Lésung gebrachten Hefenenzym-anteil. Mono 


phosphat war weniger entstanden als bei der vorerwahnten Versuchs 
anordnung, dasselbe besa8 nur geringe Drehkraft; dage gen trat infolge 
kompletter Dephosphorylierung ein Zucker auf, der stark dextrogy! 
und ganzlich vergirbar war, dessen Reduktionsvermégen aber nur 
40% desjenigen von Glucose betrug. Wegen der Unstimmigkeiten 
im Verhalten dieses Zuckers méchten wir hier keine Bilanz aufstellen; 
es ist scheinbar mehr girfahiger freier Zucker gefunden, als nach de1 
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Phosphat-abspaltung mé(glich ware. Hier harrt eine Reihe von Fragen 
der Weiterbearbeitung. Der Ertrag an Methylglyoxal ist in Versuchen 
mit dem Riickstand von plasmolysierter Oberhefe ebenfalls grog. 

Ohne Veranschlagung des in seiner Natur noch unbekannten Zuckers 
belief sich in den verschiedenen Ansatzen die Mindest-Ausbeute bei 
Versuchen mit Auswaschsaft von Trockenhefe auf 28.3%, 34,6%, 
36.59% sowie 59.5°,. und mit dem Riickstande von ausgewaschener 
Trockenhefe auf 13.7%, 16.9%. 19.4°%. 23.5° % sowie 36.9°,. Diese 


Minimalertrdge an Methylglvoxal sind lediglich auf das durch Dephos- 


>? 


phorylierung frei gewordene Kohlenhydrat bezogen, ohne Einrechnung 
des vorhandenen unverarbeiteten Zuckers, durch dessen Einbeziehung 
die Bilanz sich natiirlich schr verbessern wiirde. 

Wieder anders gestaltete sich die Sachlage. wenn man die Versuche 
mit viel Hefe vornahm. Gepriift wurde zunachst nicht weiter vor- 
behandelte Trocken-Unter-hefje. Diese lieferte in kleiner Menge, wie zuvor 
beschrieben ist, ganz im Sinne unserer bisherigen Ausfiihrungen, 
Methyiglvoxal. Steigerte man aber das Quantum Trockenhefe, so 
setzte eine wirkliche alkoholische Zuckerspaltung ein, da _ ja 
Trocken-Unter-hefe im Gegensatz zu frischen Hefen, auch den _bi- 
phosphorylierten Zucker zu vergaren vermag. Mit wachsender Menge 
des Fermentmaterials sank die Ausbeute an Methylglyoxal und es 
gesellten sich ihm andere Stoffe bei. Man erkannte dies leicht, wenn 
man versuchte, den entstandenen Ketonaldehyd mit p-Nitro-phenyl- 
hydrazin oder 2, 4-Di-nitro-phenyl-hydrazin niederzuschlagen. Im 
ersten Falle waren dem typischen tief scharlach-farbenen Derivat des 
Methylglvoxals gelbstichige Hydrazinverbindungen beigemischt. Im 
zweiten Falle beobachtete man neben dem orangeroten Methylglyoxal- 
bis-di-nitro-phenyl-hydrazon zitronengelbe Fallungen. 

Erhéhte man die Menge der Trockenhefe weiter, so stellt sich Methyl- 
glyoxal nicht oder héchstens in Spuren ein. Statt seiner fand man bei 
der Behandlung mit den Hydrazinbasen eine Reihe anderer{ Kérper. 

Dieselben teilten wir vorldufig aut in ein  phosphorséure-haltiges 
alkohol-unlésliches Hydrazin-derivat und in ein phosphorfreies Produkt, 
das leicht von Alkohol aufgenommen wird. Diese Verbindung erwies sich 
als das Brenztraubenséure-p-nitro-phenyl-hydrazon. Das Auftreten von 
Brenztraubenséure an dieser Stelle erscheint tiberraschend. An sich ver- 
gart Trockenhefe Brenztraubensaéure besonders glatt, aber, worauf C. Newberg 
und E£. Simon! (in anderem Zusammenhange) hingewiesen haben, nur gut 
bei ziemlicn hoher Aziditaét. Da wir vom neutralen hexose-di-phosphor- 
sauren Magnesium ausgegangen sind, geschieht die Anhaufung hier, vielleicht 
in ahnlicher Weise wie bei A. Fernbach und M. Schéns? Experimenten 


1 CO. Neube rg, diese Zeitschr. 180, 471, 1927; C. Neuberg und E. Simon, 
ebendaselbst 187, 220, 1927; H. 171, 3, 1927. 
2 A. Fernbach und M.Schdn, C. vr. 157, 1478, 1913; 158, 1719, 1914. 
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mit einem speziellen Erreger, infolge Verschiebung der Aziditat in einen 
fur die Carboxylase ungiinstigen Bereich, namlich von py = etwa 4,4 
nach py etwa 7. Die Ausbeuten an Brenztraubenséure wiirden sich 
(s. S. 487) zu 86°, errechnen. Soweit wir sehen, ist hier’zanrersten Male 
Brenztraubensaure ohne Verwendung eines Abjangmittels aus dem Phosphor- 
sdure-ester der Hexose erhalten. Der Ertrag an Brenztraubensaure scheint 
gréBer als bei allen bisherigen Garungsbefunden zu sein. Wenngleich 
wir Toluol zu unseren Ansaétzen gefiigt haben und die Versuchsdauer nur 
24 Stunden betrug, so teilen wir das Ergebnis unter allem Vorbehalt mit 
und wollen vorsichtigerweise folgenden Punkt hervorheben. Die Versuche 
sind mit Trockenpraparaten von Hefe aus dem Brauereibetrieb gemacht, 
und es ist durch C. Neuberg und J. Kerb! festgestellt sowie jiingst wieder 
von 8S. Kostytschew, A.Chomitsch und O.Schulgina? besonders betont 
worden, daB dieses Material nach der iiblichen Uberfiihrung in den Trocken- 
zustand haufig séurebildende Mikroorganismen enthalt. Es kénnte somit 
méglicherweise die Brenztraubensaéure letzten Endes von fremden Erregern 
erzeugt sein*. Priifungen mit absolut reinen Kulturen und Trocken- 
praparaten werden hier die Entscheidung herbeifiihren. Noch keine voll- 
befriedigende Erklarung kénnen wir vorlaufig fiir das Verhalten des Garguts 
bei der Destillation geben, wenn diese mit Wasserdampf in Gegenwart von 
Calciumcarbonat vorgenommen wird. Es geht dann Acetaldehyd in ver- 
haltnismaBig groBen Mengen iiber, wahrend alle sauren Bestandteile an 
Calciumcarbonat gebunden im Destillationsriickstande verbleiben. in solchen 
Versuchen, wo die Menge der Hefe gering war, erhielten wir deutlich weniger 
Acetaldehyd, und es verfliichtigte sich —allerdings nur in Spuren — eine 
di-hydrazon-liefernde Substanz, vielleicht Methylglyoxal oder aus Acet- 
aldehyd carboligatisch aufgebautes Acetoin. Es ist noch nicht klar, ob der 
Acetaldehyd im Gargut als solcher oder in Form einer Vorstufe vorhanden 
ist, aus der er hei dem Destillation entsteht. Ob als eine solche Vorstufe 
das vorhin erwahnte phosphorsdurehaltige Produkt in Betracht kommt, 
ist in Erwagung zu ziehen, ebenso wie die mégliche Anwesenheit von ge- 
mischten Aldolen* des Methylglyoxals oder der Brenztraubensiure oder 
des Acetaldehyds. Sollten Brenztraubenséure und Acetaldehyd ihr Aut- 
treten tatsachlich der Hefenwirkung verdanken, so ware hier die zweite 
Vergirungsform ohne Abfangmittel herbeigefiihrt: man wird natiirlich 
nach einem korrelativen Reduktionsprodukt fiir die beiden genannten 
Oxydationsstufen, etwa nach Glycerin, suchen miissen. Indem sich die 
Brenztraubenséure und weiterhin der Acetaldehyd vom Methylglyoxa! 
herleiten, waren dann alle zu erwartenden Garprodukte der C,- und C,-Reihe 
mit dieser einfachen Methodik nachgewiesen. Wir erwahnen in diesem 
Zusammenhang den neuerdings von H. Ohle und J. Neuscheller* mitgeteilten 
interessanten Modellversuch fiir die zweite Vergarungsform, durch den 
die Autoren in vitro auBer Methylglyoxal Kohlendioxyd und Glykolsaéure 


* anm. bei der Korrektur. Diese Frage wird in einer im Druck be- 
findlichen Mitteilung von G. Klein und W. Fuchs eingehend behandelt. 

1 C. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 62, 492, 1914. 

2 S. Kostytschew und A. Chomitsch, H. 176, 55,°1928; S. Kostytschew 
und O. Schulgina, H. 182, 50, 1929. 

8 A. Wohl in E. O. v. Lippmanns Chemie der Zuckerarten, 3. Aufl. 
1904, S. 1891; diese Zeitschr. 5, 54, 1907; J. U. Nef, Ann. 357, 308, 1907. 

4 H.Ohle und J. Neuscheller, B. 62, 1651, 1929. 
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gewonnen haben, die allerdings ein von Hefe nicht produziertes Erzeugnis 
darstellt. Welche Verschiebungen unter den komplizierten Verhaltnissen 
der wahren Garung auftreten kénnen, sei noch durch folgende Hinweise 
erlautert. Primar gebildetes:Methylglyoxal kann auch durch Hefe in Milch- 
sdure umgewandelt werden’. Der Ketonaldehyd kann ferner mit den 
Aminokérpern, insbesondere mit Aminoséuren® sowie mit durch Des- 
aminierungen gebildetem Ammoniak, in Reaktion treten und dabei ring- 
férmige Stoffe der Glyoxalin-reihe erzeugen. Sobald desmolytisch die Stufe 
der 3-Kohlenstoffkérper erreicht ist, kann sich vor ailen Dingen die Re- 
synthese* der Hexosen vom Methylglyoxal aus leichter vollziehen als 
an der stabilen Milchsaure ; denn die Produkte seiner Aldol-* oder Acyloin- 
kondensation* sind ja Hexosen-anhydride. 


Die sich neu ergebenden Fragen hoffen wir weiter studieren zu 
kénnen, namentlich wollen wir auch andere Phosphorsiure-ester und 
sonstige Substrate noch heranziehen. 


Im Laufe der vorliegenden Untersuchung haben wir wegen der 
grundsatzlichen Wichtigkeit des einwandfreien Nachweises das des- 
molytisch entstandene Methylglyoxal in allen Fallen durch Vollanalysen 
identifiziert. 


I. Bilanzversuche mit Plasmolysen-saft von frischer Oberhefe. 
a) Bereitung des Fermentsajtes. 

220 g frischer Oberhefe Sinner wurden in einer Reibsthale mit 110 cem 
Ather gut durchgeknetet. Dabei trat im Laufe einer Viertelstunde voll- 
kommene Verfliissigung ein. Sodann wurde mit 550 ccm Wasser verriihrt 
und zentrifugiert. Der erhaltene klare Saft diente als Fermentmaterial. 


b) Zusammenstellung der Ansdtze. 
a. 
1. 200 ccm Plasmolysensaft, 
400 ,, 4,73°,iges hexose-di-phosphorsaures Magnesium, 
6 ,, Toluol. 
2. 200 ,, Plasmolysensatft, 
400 ,, Wasser, 
6 ,, Toluol. 
3. 50 ,, Plasmolysensaft, 
100 ,, 0,15%ige Methylglyoxal-lésung§, 
1,5,,  Toluol. 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 182, 470, 1927. 

2 Dieselben, ebendaselbst 185, 477; 188, 197, 1927. 

3 Dieselben, Zeitschr. f. angew. Chem. 88, 761, 1925. 

* Vgl. A. I. Kluyver und A. P. Struyk, Naturwissensch. 14, 882, 1926. 

5 Alle Zahlenangaben in dieser Arbeit beziehen sich der einfacheren 
Rechnung halber auf Methylglyoxal-mono-hydrat; denn das Molekular- 
gewicht von CH,.CO.COH + H,O ist 90, also gleich dem von m/2 Hexose. 
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4. 50ccem Wasser, 
100, ,, =0,15°,ige Methylglyoxal-lésung, 
1,5,,  Toluwol. 


Versuchsdauer 1 Tag; Temperatur 37°. 


c) Aujfarbeitung der Ansdtze. 
Die Ermitthing der Phosphat-abspaltung und die Aufarbeitung der 
einzelnen Versuchslésungen geschahen in der schon friiher (1. c¢.) von uns 
beschriebenen Weise. 


Nach 24 Stunden waren in einem Kubikzentimeter des Versuchs | 


0,845 mg P und des Versuchs 2 0,046mg P abgespalten worden. Der 

aus dem Hexose-di-phosphat durch Hydrolyse frei gewordene Phosphor 

betrug also fiir leem Versuchslésung 0,845 : 
0.046 


0,799 mg P. 

Wie in unseren voraufgegangenen Experimenten mit dem Bakterium 
Delbriicki wurde auch hier das zuriickgebliebene Phosphatgemisch aus 
einem aliquoten Teil durch Fallung mit Alkohol isoliert und analysiert. 
Die Trennung des entstandenen Mono-phosphats vom Di-phosphat ge- 
staltete sich dabei schwieriger und es war eine Umlésung des bereits von 
der Hauptmenge des Di-phosphats befreiten Mono-phosphats erforderlich. 
Das mit Alkohol niedergeschlagene Gemisch von viel Mono-phosphat 
und einer geringen Menge Di-phosphat wurde mit wenig Wasser angeriihrt. 
Dabei ging das Mono-phosphat in Lésung, wahrend das Hexose-di-phosphat 
zurickblieb. Die nun erhaltene Lésung war praktisch frei vom Di-phosphor- 
siure-ester. (Uber die Eigenschaften dieser Mono-phosphorsiure-ester- 
fraktion wird S. 477 berichtet.) 

Die Bestimmung des organisch gebundenen Phosphors in _ dieser 
Fliissigkeit ergab fiir leem Versuchslésung 0,400 mg Mono-phosphat- 
Phosphor. 

Der infolge kompletter Dephosphorylierung in 1 cem Versuchslésung 
befindliche Phosphor berechnet sich also zu 0,799 

0,400 
0,399 mg P. 
Dieser Phosphatmenge entsprechen 1,158 mg frei gewordener Zucker. 

Ahnlich, wie in unseren vorerwaihnten Mitteilungen angegeben ist, 
war auch hier ein Teil des Zuckers unabgebaut und ein Teil in Methy!- 
glyoxal iibergefithrt. Die Analyse des Zuckers erfolgte in tblicher Weise 
in dem eingedampften alkoholischen Filtrat der Phosphat-gemisch-fallung. 
Nach Verjagen des Alkohols lésten wir den Riickstand in wenig Wasser 
und stellten an dieser wasserigen Lésung Reduktion, Drehung und Umfang 
der Vergérung (mit wenig frischer Oberhefe) fest. Wir fanden durch 
Reduktions-bestimmungen nach der Methode von Lehmann, unter Beriick- 
sichtigung der Reduktion des substrat-freien Vergleichsansatzes 2. unl 
bei Berechnung als Glucose, fiir 10 cem Versuchslésung des Hauptansatzes 
6,24 mg freien Zucker, der aus dem Phosphorsaéure-ester stammte. Durch 
Garung wurden in der gleichen Lésung 6,78 mg Zucker ermittelt. Je nach 
der Berechnung wire die spezifische Drehung [a]p = + 64,1° (a = + 0,16°, 
c = 0,1248, 1 = 2dem) bzw. [a]p = + 59,0° (a = + 0,169, c = 0,1356, 
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1=2dem). Eine weitere Untersuchung des Zuckers war infolge der geringen 
Menge nicht méglich. Es scheint, da hier in der Hauptsache Glucose vorlag. 


Die alkoholischen Extrakte enthalten iibrigens hier wie auch in allen 
anderen beschriebenen Fallen sparliche Mengen organisch gebundenen Phos- 
phats. Seme Quantitat ist so gering, da wir sie auBer Ansatz gelassen 
haben. Das vorhandene Methylglyoxal wird, wie wir schon frither angegeben 
haben, bei dem energischen Abdampfen der alkoholischen Lésungen 
groBtenteils verfliichtigt, zum kleineren Teil kondensiert. In Vergleichs- 
versuchen mit reinem Methylglyoxal erhielten wir Anhaltspunkte dafiir, 
daB bei dieser Kondensation ein mit frischer Hefe giarfaihiges Produkt 
in kleinen Quantitaten auftritt. Ob dieses ein Methylglyoxal-aldol odet 
ein durch Hydratation des letzteren entstandener 6-Kohlenstoffzucker 
ist, bleibe dahingestellt. 


Die 8.476 erwahnte Lésung von Mono-phosphorséure-ester wurde 
noch zweimal mittels Alkohol umgefallt, das Praparat im Hochvakwum 


bis zur Konstanz getrocknet, polarisiert und analysiert. Die Drehung 
der wasserigen Lésung des Bariumsalzes betrug a + 1,82° fiir ¢ 2,035 
und 1 2dem. Daraus ergibt sich [a]p 44.8°. Fiir die freie Saure 
war die spezifische Drehung [a]p + 67,649 (a + 1,189, ¢ 0,8722, 
l 2dem). Die Analysenzahlen sowohl fiir Kohlenstoff, Wasserstoff, 


Phosphor als fiir Barium zeigten, daB hier ein Gemisch von Phosphorsaéure- 
estern vorlag, in dem neben Hexose-mono-phosphorséiure-ester auch ein 
Di-saccharid-mono-phosphat! vorhanden zu sein scheint. 


500 com des Hauptversuchs wurden zur /solierung des Meth ylglyowals 
verwendet. Nach der tiblichen EnteiweiBung mit Trichloressigséure wurde 
mit 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin in salzsaurer Lésung gefallt und der 
entstandene, sich gut absetzende Niederschlag nach zweistiindiger <Autf- 
bewahrung bei Zimmertemperatur einmal mit sehr verciinnter Salzsaure, 
einmal mit Wasser und zweimal mit Alkoho!l gewaschen. Ausbeute 0,256 g 
Methylglyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazon, d.h. 0,0533g Methylglyoxal- 
mono-hydrat *. 

Vergleichsversuch 2 gab mit Di-nitro-phenylhydrazin keine Fallung. 

Die Ermittelung des unangegriffenen, fertig zugesetzt gewesenen 
Methylglyoxals aus den Vergleichsversuchen 3 und 4 lehrte, daB in 500 cem 
Lésung des Hauptversuchs 0,1189g Methylglyoxal-hydrat durch Dis- 
mutation verschwunden waren*, Addiert man diese Menge zu der im Haupt- 
versuch isolierten, so erhalt man das durch das Fermentpraparat in 500 ccm 
wirklich yebildete Methylglyoxal-hydrat. Seine Menge war 

0,0533 g 
+ 0.1189 ¢ 


0,1722 g CH,.CO.CHO + H,O. 


In lLeem Versuchslésung sind dann 0,344 mg Methylglyoxal-hydrat 
gebildet worden. Da von dem in 1 cem durch komplette Dephosphorylierung 


1 Vgl. Anm. auf 8. 479. 

2 432g Methylglyoxal-bis-2, 4-dinitro-phenylhydrazon sind Wg 
Methylglyoxal-mono-hydrat bzw. 72 g Methylglvoxal aquivalent. 

3 In den atherischen Ausziigen konnte Milchsdure nachgewiesen werden. 
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frei gewordenen Zucker (1,158 mg) 0,678 mg als solcher wiedergefunden 
worden sind (s. 8. 476), so bleiben fiir die Umwandlung in Methylglyoxal noch 
1,158 mg 
— 0,678 ,, 


0,480 mg Zucker iibrig. 


Die Methylglyoxalausbeute betrigt demnach 344: 480 = 71,6°, der 
Theorie. 


d) Analyse des isolierten Methylqlyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenyl-hydrazons'. 

Das aus Pyridin und Nitrobenzol umkristallisierte Bishydrazon schmolz 
bei 298° und war analysenrein. 

0,0561 g Substanz gaben 0,0861 g CO, und 0,0149 g H,O. 

0,0666 g Substanz gaben 15,10 cem N, (755 mm, 22°, 50°, KOH). 

CysH,3Ng0,- Ber.: C = 41,66%, H = 280%, N = 25,93%; 

(432) gef.: C = 41,87%, H 2.97%, N = 26,06%. 
p. 

Durch Wiederholung der Versuche in analoger Anordnung wurde 
praktisch das gleiche Resultat erzielt. In lcem Versuchslésung waren 
nach einem Tage 0,707 mg P aus dem Hexose-di-phosphat abgespalten. 
In dem gefallten Phosphat-gemisch wurden 0,365 mg Mono-phosphat- 
Phosphor gefunden, so da der durch komplette Dephosphorylierung in 
leem Versuchsgemisch frei gewordene Phosphor 


0,707 mg 
0,365 ,, 


0,342 mg P 





ausmachte. Demzufolge waren 0,993 mg Zucker entstanden, von dem in 
dem alkoholischen Filtrat der Phosphatgemisch-fallung pro Kubikzenti- 
meter 0,624 mg durch Garung wiedergefunden wurden, so da® fiir die 
Umwandlung in Methylglyoxal pro Kubikzentimeter Versuchslésung 
0,369 mg Zucker in Betracht kommen. Gefunden wurden pro Kubik- 
zentimeter 0,315 mg Methyl-glyoxal-hydrat. Die Ausbeute an Keton- 
aldehyd belief sich also in diesem Falle auf 315: 369 = 85,4°, der Theorie. 


Der aus diesem Versuch erhaltene Mono-phosphorsaure-ester war 
hochdrehend wie der bei der ersten Versuchsserie gewonnene (s. 8. 477). 


II. Versuche mit dem Riickstand von plasmolysierter Oberhefe. 


Als Fermentmaterial fiir die im folgenden beschriebenen Versuche 
diente der Riickstand der mit Ather plasmolysierten Oberhefe Sinner 
(s. 8. 475). Der Riickstand von 220g plasmolysierter Hefe wurde nach 
dem Zentrifugieren in Wasser verteilt und die Suspension auf 550 ccm 
aufgefiillt. 


1 Wegen Neigung der Substanz, bei der Elementaranalyse nitrose Gase 
zu entwickeln, darf man nicht zu viel Material fiir die Verbrennungen 
nehmen, sonst werden die N-Werte zu niedrig, die C-Werte zu hoch. 
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a. 
Die Zusammensetzung der Ansatze war die folgende: 
1. 40cem Hefen-Riickstands-Suspension, 
160 ,, Wasser, 
400 ,, 4,73°.,iges Magnesium-hexose-di-phosphat, 
6 ,, Toluol. 
2. 40ccm Suspension, 
560 ,, Wasser, 
6 .,, Toluol. 


3. 10cem Suspension, 
40 ,, Wasser, 
100 ,, 0,15°%ige Methylglyoxal-lésung, 
1,5,, Toluol. 
4. 50cem Wasser, ’ 
100 ,, 0,15°,ige Methylglyoxal-lésung, 
1,5., Toluol. 
Die Versuchsdauer betrug wieder einen Tag, die Temperatur 37°. 


Nach 24 Stunden waren in Il ccm des Ansatzes 1. 1,233 mg P ab- 
gespalten und in lecem des Ansatzes 2 0,045 mg P. Aus dem hexose-di- 
phosphorsauren Magnesium waren somit pro Kubikzentimeter Versuchs- 
lésung 1,187 mg P mineralisiert worden. In dem mit Alkohol gefallten 
Phosphatgemisch wurden pro Kubikzentimeter Versuchslésung 0,133 mg 
Monophosphat-Phosphor gefunden, so da8 der durch komplette Dephosphory- 
lierung des Hexose-di-phosphats zu Phosphorséure und, Zucker frei ge- 
wordene Phospher 1,187 mg 

— 0,133 ,, 


¥ = 1,054 mg P pro Kubikzentimeter 
ausmachte. Dieser Phosphormenge entsprechen pro Kubikzentimeter 
3,069 mg freier Zucker. 

Die hier erhaltene Quantitaét Mono-phosphat war also viel geringer 
als in den Versuchen mit Plasmolysen-saft. Die polarimetrische Priifung 
ergab eine minimale Rechtsdrehung. Weitere Untersuchungen konnten 
wegen Substanzmangel mit diesem Phosphorsaure-ester nicht vorgenommen 
werden. 

Das eingeengte alkoholische Filtrat der Phosphat-gemisch-fallung wurde 
auch hier wieder auf Zucker gepriift. Die Bestimmung durch Vergirung 
ergab fiir 1ccm Versuchslésung eine Menge von 5,203 mg Zucker. Die 
Reduktion der Zuckerlésung betrug nur 40,4°%% von der der Glucose. Die 
spezifische Drehung der wiéasserigen Zuckerlésung wiirde sich zu 
[alp = + 141° (a = 2,93°, c = 1,0406, 1 = 2 dem) berechnen. 

Die pro Kubikzentimeter gefundene Menge Zucker von 5,2 mg wiirde 
iiber 100% der méglichen Menge ausmachen, und es sind deshalb fiir die 
Bilanz-aufstellung der Methylglyoxal-bildung mit Riickstand von plasmo- 
lysierter Oberhefe weitere Untersuchungen dieses Zuckers erforderlich'. 





1 Vermutlich liegen Gemische von reduzierendem Monosaccharid und 
nicht reduzierender Trehalose vor. Letztere hat die hohe spezifische 
Drehung von + 200°, und ihr Auftreten im Hefenstoffwechsel, teils frei, teils 
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Glatt gelang die Isolierung von Methylglyoxal. 500 cem des Versuches 1 
wurden dazu verwendet. Nach EnteiweiBung mit Trichloressigsiure wurde 
die Fallung mit 2, 4-Di-nitro-phenyl-hydrazin in salzsaurer Lésung vor- 
genommen. Die Ausbeute betrug 0,786 g Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro- 
phenyl-hydrazon, d.h. es wurden 0,1637 g Methylglyoxal-hydrat isoliert. 
Durch Analyse der Vergleichsversuche 3 und 4 (Fallung des Methylglyoxals 
mit Nitro-phenyl-hydrazin und Wagung der Niederschlige) ergab sich, 
daB in 500ccm Fliissigkeit des Hauptversuches 0,0403 g Methylglyoxal- 
hydrat dismutativ verschwunden waren. Die Methylglyoxalausbeute 
war demnach 0,1637 g 

0.0403 ¢ 


= 0,2040 g CH,.CO.CHO + H,O. 


Nach Umkristallisation war der Schmelzpunkt des Methylglyoxal-bis- 
di-nitro-phenyl-hydrazons 298°, 


0,0515 g Substanz gaben 0,0792 g CO, und 0,0133 g¢ H,O. 


0,0639 g = » 14,40 cem N, (755mm, 22°, 50% KOH). 
C,,H,,N,0,. Ber.: C = 41,66%, H 2.80%, N 25,93%; 
(432) gef.: C 41,95%, H 2.89%, N 25,90 %. 
p. 
Die Wiederholung der Versuche fiihrte zum gleichen Resultat. Es 


wurden innerhalb 24 Stunden bei 37° pro Kubikzentimeter Versuchs- 
gemisch 1,210 mg P abgespalten. Fiir dieselbe Menge wurden 0,159 mg 
Mono-phosphat-Phosphor gefunden, so daB durch komplette Dephosphory- 
lierung 1,051 mg Phosphor bzw. 3,051 mg Zucker entstanden waren. Auch 
hier ergabe sich fiir das alkoholische Filtrat der Phosphat-fillung eine zu 
hohe Zuckermenge, naimlich 5,451 mg pro Kubikzentimeter Versuchslésung. 


Der Zucker zeigte wiederum eine starke Drehung und eine geringe Reduktion. 
Die spezifische Drehung wire 
falp + 137° (a + 2.989, ¢ 1,0902, 1 2 dem). 


Die Reduktion betrug 38,6°% derjenigen der Glucose. 
Die Methylglyoxal-ausbeute war fiir 500 ccm Versuchslésung in diesem 
Falle 0,1860 g isoliertes Methylglyoxal-hydrat 
+ 0,0403 g dismutativ umgewandeltes (durch Analyse der Vergleichs- 
versuche festgestellt), 
= 0,2263 g Methylglyoxal-hydrat. 


Die Menge des isolierten Methylglyoxals war in den Versuchen mit 
Hefenriickstand erheblich gréfer als in denen mit Plasmolysen-saft, weil 
die Quantitét des dismutativ weiter verarbeiteten Methylglyoxals in den 
Ansitzen mit dem apozymasereichen und cofermentarmen Riickstand 
zuvor plasmolysierter Hefe etwa nur ein Dritte] der Menge ausmachte, die 
in den Saftversuchen verschwunden war. 


als Mono-phosphorsaure-ester ist von EF. M. und F. C. Koch (Chem. Centratbl. 
1925, Il, 1455), von R. Robison und W.T.J. Morgan (Bioch. Journ. 
22, 1277, 1928) sowie von E. Boyland (Bioch. Journ. 28, 219, 1929) in 
bedeutungsvollen Arbeiten festgestellt worden. 
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Ili. Versuche mit ausgewaschener Trocken-U nterhefe. 


60 g getrocknete Patzenhofer Bierhefe wurden mit 1800 ccm Wasser 
50 Minuten unter standiger Durchriithrung ausgewaschen. Darauf wurde 
zentrifugiert, das Hefensediment in Wasser gut verteilt und die mit Wasser 
auf 1800 ccm aufgefiillte Hefensuspension als Fermentmaterial fiir die im 
folgenden beschriebenen Ansatze verwendet. 


Ve rsuche . 
1. 180cem Hefen-suspension, 
300 ,, 10,5°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
420 ., Wasser, 


9 ,, Toluol. 


bo 


180 ccm Hefen-suspension, 
150 ,, 10,5°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
570 ,, Wasser, 

9 > Toluol. 


3. 100 cem Hefen-suspension, 
400 ,. Wasser, 
5 ,, Toluol. 
4. 30 ccm Hefen-suspension, 
99 Wasser, 


50 ,, 03° ,ige Methylglyoxal-lésung, 


1,5 ., Toluol. 


100 cem Wasser, 


RS) | 


50 4, 0,3°,ige Methyiglvoxal-lésung, 


15,, Toluol. 


Die Versuchsdauer betrug in diesem Falle 46 Stunden, die Tem- 
peratur 37°. Die nach der erwihnten Zeit in 1 cem Versuchslésung ab- 
gespaltene Phosphat-menge war in Versuch 1 1,474 mg P, in Versuch 2 
1,018 mg P und in Versuch 3 0,029 mg P. Durch Abzug der im Vergleichs- 
versuch (Nr.3) in anorganischer Form vorhandenen Phosphatmenge 
(0,029 mg) fand man den aus dem Hexose-di-phosphat abgespaltenen 
Phosphor in Versuch | zu 1,474 

0.029 


i,tte iti 
und in Versuch 2 zu 1,018 
— 0,029 


O.Y3SY me P. 


Die prozentuale Phosphatabspaltung betrug also in Versuch | 25,58% 
und in Versuch 2 35.02%. Durch Analyse des mit Alkohol gefallten 
Phosphat-gemisches wurden in Ansatz 1 pro Kubikzentimeter 0,400 mg 
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und in Versuch 2 0,195 mg Mono-phosphat-Phosphor ermittelt. Der durch 
komplette Dephosphorylierung des Hexose-di-phosphats abgeléste Phosphor 
machte in Versuch 1 1,445 

— 0.400 


1,045 


und in Versuch 2 0.989 
— 0,159 


0.830 mg P 
aus; die frei gewordene Zuckermenge belief sich dementsprechend in 
Versuch 1 auf 3,034 und in Versuch 2 auf 2,408 mg pro Kubikzentimeter. 

Der in die alkoholische Lésung tibergegangene Zucker wurde, wie 
immer, beziiglich seines Reduktionsvermégens und seiner Drehkraft unter- 
sucht. Die Zuckerbestimmungen nach Lehmann ergaben bei Berechnung 
als Glucose pro Kubikzentimeter in Versuch 1 1,165 mg und in Versuch 2 
1,075 mg Zucker. Da die Drehung der etwa 0,4°,igen wisserigen Zucker- 
lésung (bei Berechnung aus der Reduktion und unter Annahme, dab die 
Reduktionsstarke die gleiche wie die von Glucose sei) sehr hoch war, 
so ist zu ersehen, daB keine Glucose vorlag. Da in diesem Falle keine 
Garungs-bestimmungen gemacht wurden, so war eine Berechnung der 
wirklich vorhandenen Zuckermenge nicht méglich. 

Je 500 com der Versuchslésungen wurden nach Enteiweifung in tiblicher 
Weise mit 2, 4-Di-nitro-phenyl-hydrazin gefallt. Es wurden 0,817 und 
0,942 ¢ Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenyl-hydrazon erhalten, doch war dieses 
Mal die Farbe der Niederschlige (besonders ausgepragt bei Versuch 1) 
etwas heller als sonst; auf’ferdem war die Farbung, die entstand, wenn 
man die erhaltene Substanz in Natronlauge plus Alkohol léste, rotstichiger 
als bei dem reinen Dihydrazon, das einen violetten Ton gibt. Die erhaltenen 
Fallungen wurden nun mit Alkohol ausgekocht, wobei ein Gewichtsverlust 
von etwa 50°, eintrat; wir erzielten dadurch aber eine weitgehende 
Reiniging. Die Farbung der s@ erhaltenen Substanz mit alkoholischem 
Natriumhydroxyd war jetzt durchaus typisch. Durch Umkristallisation 
einmal aus Pyridin sowie einmal aus Nitrobenzol wurde das Osazon 
analysenrein erhalten. 


Analysen. 
5,151 mg Substanz: 7,880 mg CO, und 1,300mg H,0O. 
2,421 ,, ‘6 0,537 com N, (757 mm, 22°, 50°, KOH). 


C,sH,:N,O,- Ber.: C = 41,66%, H = 2,80%, N = 25,93%; 
gef.: C = 41,74%, H = 2,82%, N = 25,56%. 


Durch Fallung der Vergleichsversuche 4 und 5 mit Nitro-pheny!l- 
hydrazin wurde festgestellt, da8 auch in dieser Versuchsreihe geringe 
Mengen Methylglyoxal durch Dismutation verschwunden waren, und zwar 
belief sich die durch die ausgewaschene Hefe weiter verarbeitete Menge 
des Ketonaldehyds fiir 500 cem Versuchslésung auf 0,0863 g. 


IV. Versuche mit dem Waschsaft derselben Trockenhefe. 


Der gemi8 den Angaben von 8.481 erhaltene Auswaschsaft der 
Trockenhefe bildete das Fermentmaterial fiir die nachstehende Versuchs-serie : 
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1. 500 com Auswasch-saft, 
250 .,  10,5°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 


7,5,,  Toluol. 


2. 500 ccm Saft, 
125. ,, 10,5°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
lé 


bo 


5 


»» Wasser, 


7,5,, Toluol. 


3. 250 ccm Saft, 
125 .» Wasser, 


3.75., Toluol. 


4. 100 cem Saft. 
50 4, 0,3° ige Methylglyoxal-lésung, 
15,. Toluol. 


5. 100 cem Wasser, 
50, =0,3°>ige Methylglyoxal-lésung, 
1.5,, Toluol. 


Versuchsdauer 2 Tage; Temperatur 37°. 


Nach 48 Stunden waren in Versuch | 1,053 mg, in Versuch 2 0,938 mg 

und in Versuch 3 0,045 mg P mineralisiert worden. Nach Abzug des im 
Vergleichsversuch 3 abgespaltenen P waren aus dem Hexose-di-phosphat 
in den Versuchen | und 2 1,008 mg und 0,893 mg P in Freiheit gesetzt. 
Die Zerlegung betrug in den beiden Versuchen 1 und 2, in welchen die 
Substratmenge variiert war, mithin 17,85 bzw. 31,62°,. Der Mono-phospkat- 
Phosphor wurde im\gefallten Phosphat-gemisch von Versuch | pro Kubik- 
zentimeter zu 0,415 mg P und in Versuch 2 zu 0,143 mg P festgestellt. 
Der durch vollstaéndige Dephosphorylierung gebildete Phosphor betrug 
also in Versuch 1 1,008 

0.415 

0,593 mg P 
und in Versuch 2 0,893 

0.143 

0,750 mg P; 
die entsprechende Menge freien Zuckers war in Versuch 1 1,722 mg und 
in Versuch 2 2,177 mg. Auch hier wurde in der alkoholischen Lésung ein 
hochdrehender Zucker gefunden. 

Aus je 500cem Versuchslésung wurden bei Versuch 1 0,83 g¢ und bei 

Versuch 2 0,80 g¢ Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro-phenyl-hydrazon isoliert. 


In diesen Versuchen, wiederum besonders in Versuch 1 mit der héheren 
Substrat-konzentration, war die Farbe der Fiallung ebenfalls heller als 
in der Norm und die Farbbildung der Substanz mit Alkohol plus Natron- 
lauge rotstichiger. Durch Auskochen mit Alkohol wurde auch in diesem 
Falle die beigemengte Verunreinigung entfernt und durch die iibliche 
Umkristallisation das analysenreine Methylqlyoxal-derivat gewonnen. 
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Analysen. 


4,759 mg Substanz gaben 7,310 mg CO, und 1,210 mg H,0O, 


2,146 ,, ma »  0478cem N, (757 mm, 23°, 50% KOH). 
Cie QO, Ber.: C= 4106%. 2,80%, N = 25,93%; 
gef.: C = 41,90%, H = 2,85%, N = 25,59‘ 





Die Aufarbeitung der Vergleichsversuche 4 und 5 lehrte, dal durch 
den Auswaschsaft der Trockenhefe von dem zugefiigten Methylglyoxal eine 
weit gréBere Menge weiter umgesetzt worden war, als in den Ansatzen mit 
ausgewaschener Hefe (s. 8. 482). In 100cem Versuchslésung 4 waren 
0,0281 g Methylglyoxal-hydrat verschwunden. Fiir 500 ccm _ berechnet 
sich das durch Dismutation entfernte Quantum CH,.CO.COH + H,O 
zu 0,1407 g. 


V. Versuche mit unvorbehandelter Trockenhefe. 

Die Versuche der folgenden Serie wurden mit verschiedenen Mengen 
des gleichen Trockenpriparats von untergiriger Patzenhofer Bierhefe 
angesetzt. 

1. 800 cem 3,55°5ige Magnesium-hexose-di-phosphat -lésung, 

13 ¢ Trockenhefe, 

8cem Toluol. 

2. 800 cem 3,55°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 

26 ¢ Trockenhefe, 

ecem Toluol. 


x 


3. 800 cem 3,55°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
39 ¢ Trockenhefe, 
8 ecem Toluol. 
4. 240 com Wasser, 
3.9¢ Trockenhefe, 
3 cem Toluol. 
5. 240 cem Wasser, 
7.8 ¢ Trockenhete, 
3 ecem Toluol. 
6. 240 ccm Wasser, 
11,7 ¢g Trockenhefe, 
3 cem Toluol. 
7. 120 cem 0,1°,ige Methylglyoxal-lésung, 
1,95 ¢ Trockenhefe, 
1,2 ecem Toluol. 
8. 120 cem 0,1°,ige Methylglyoxal-lésung, 
3,.9¢ Trockenhefe, 
1,.2cem Toluol. 


9. 120 cem 0,1°%ige Methylglyoxal-lésung, 
5.85 ¢ Trockenhete, 
1,2 cem Toluol. 

10. 120 cem 0,1°,ige Methylglyoxal-lésung, 


1,2,, Toluol. 
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Wie iiblich wurden die Ansatze unter 6fterem Umschiitteln 24 Stunden 
bei 37° digeriert. 

Je 10 ccm der Reaktionsgemische der Ansatze | bis 6 wurden sofort 
entnommen, in Eudiometer gefiillt und die bei 37° nach etwa 2 Stunden 
einsetzenden Garungen an Hand der Kohlenséure-entwicklung verfolgt. 
Bei Aufarbeitung der Versuche wurden die GasmeBréhren aus den Thermo- 
staten genommen und auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Die bei 22° und 
755 mm aus 10cem Versuchsgemisch gebildete Kohlenséiure-menge ist in 
der Tabelle I angegeben. 


Tabelle I. 





Versuch: 1 2 3 4 5 6 


SS ——— 


ecm COg.. . 4,9 27,4 39,1 0 0 0 


In den Vergleichsversuchen ohne Hexose-di-phosphat war also keine 
Selbstgérung eingetreten. Die gebildete Kohlensaure, die in 10 cem Fliissig- 
keit bei 

Versuch 1: 8,66 mg, bei 
si 2: 48,46 ,, und bei 
a 3: 69,15 ,, 


betrug, war somit auf die Vergirung des Hexose-di-phosphats zuriickzufiihren. 
Die Menge des in 10 cem vergorenen dephosphorylierten Zuckers berechnete 
sich daraus fiir 

Versuch 1 zu’ 17,7 mg, fiir 


id 3, 0,1 . wad fer 


om Sw 1413 « 


Auch in diesen Versuchen wurde eine Phosphat-bilanz durchgefiihrt 
(s. Tabelle I1). Der gesamte abgespaltene Phosphor wurde wieder in einem 
aliquoten Teile der Versuchslésungen kolorimetrisch bestimmt. Der infolge 
partieller Dephosphorylierung als Mono-phosphorsaéure-ester vorhandene 
Phosphor wurde durch Analyse der einzelnen Phosphat-formen in den 
Fallungen ermittelt, die in aliquoten Teilen der Reaktionsgemische mit 
Alkohol erzeugt waren. Die pro Kubikzentimeter Versuchslésung erhaltenen 
Mono-phosphat-P-Mengen, in Milligramm pro Kubikzentimeter, sind 
ebenfalls aus der folgenden Tabelle II ersichtlich. 


Tabelle II. 








Versuch: 1 2 3 “ix 6 


Wahrend 24 Std. sbgespeltener Pp 2,737! 4,349) 5,401 0,067 | 0,128 0,197 
Abgespaltener P im Vergleichs- 


ae — 0,067 | - 0,128 | - 0,197 — 
P abgespalten aus Henese-di- 

phosphat. . . : 2,670; 4,221; 52% — — 
Vorhandener Mono- phosphat- 2 0,128 0,107; 0,075 — a _ 


Durch komplette Dephosphory- 
lierung frei gewordener P. . 2,542; 4,114, 5129) — _ — 


Biochemische Zeitschrift Band 210. 39 





486 C. Neuberg u. M. Kobel: 


Tabelle III gibt die pro Kubikzentimeter durch die komplette De- 
phosphorylierung entstandenen Zuckermengen in den Versuchen | bis 3 
in Milligrammen an. 


Tabelle III. 





Versuch : 1 2 3 


ee I eas Ss et ee Sa 7,38 11,94 14,89 


Zieht man den wahrend der Versuchsdauer vergorenen Zucker (s. 8. 485) 
von den hier berechneten Zuckermengen (Tabelle ITI) ab, so erhalt man 
die fiir die Bestimmung als Zucker bzw. fiir die Isolierung seiner Abbau- 
produkte in Betracht kommenden Anteile. 


Tabelle IV. 





Versuch : 1 2 3 
Durch komplette Dephosphorylierung pro ccm 
frei gewordener Zucker. ........ 7,38 11,94 14,89 
Pro ccm vergorener Zucker 1,77 9,91 14,13 
5.61 2,03 0,76 


mg Restzucker pro ecm 


Untersucht man das alkoholische Filtrat, das durch Ausfallung allen 
anorganischen sowie des organisch gebundenen Phosphats_ entsteht, 
auf Zucker, so ergibt sich fiir Ansatz 1 ein Gehalt von 0,2 mg Zucker pro 
Kubikzentimeter. In den alkoholischen Ausziigen der Ansatze 2 und 3 
wurden bei Bestimmung der Reduktionskraft und des Drehvermédgens die 
gleichen Resultate gefunden wie in den Ausziigen der Vergleichsversuche 5 
und 6. Es war also in diesen Ansatzen kein Zucker als solcher zuriick- 
geblieben und in die alkoholische Lésung tibergegangen. 

Je 450 ccm der Ansatze 1, 2 und 3 wurden mit 45 cem 20 °iger Trichlor- 
essigsdure enteiweit. Nach dem Zentrifugieren und Filtrieren wurden 
klare Lésungen erhalten. Von diesen wurden von Ansatz 1 440 ccm 


= 400cem urspriingliches Versuchsgemisch, von Ansatz 2 407 ccm 
== 370 ccm Versuchsgemisch und von Ansatz 3 396cem = 360cem Ur- 


lésung mit je 3g p-Nitro-phenyl-hydrazin, gelést in 90 cem 50°,iger Essig- 
sdure, gefallt. Der Niederschlag aus Versuch 1 war rot gefarbt, der aus den 
Versuchen 2 und 3 gelb-orange. Nach einstiindigem Stehen bei 0° wurde 
zentrifugiert, einmal mit kalter verdiinnter Essigsiure und einmal mit 
Wasser gewaschen und im Exsikkator getrocknet. So wurden erhalten: 
aus Versuch 1: 0,8 ¢, 
= ” 2: 2,1 g, 


3: 1,3 g Substanz. 


or . 


Schon das Aussehen der Fallung zeigte, daB keine einheitlichen Produkte 
vorlagen. Eine Fraktionierung konnte erzielt werden durch wiederholtes 
Auskochen mit viel absolutem Alkohol. In allen drei Versuchen blieb eine 
gelb gefarbte alkoholunlésliche Verbindung zuriick, deren Menge bei 


Versuch 1: 0,3 g, 
2: 0,9¢ und 


. 


* 3: 0,7 g betrug. 
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Die restliche Menge war im Alkohol gelést. Durch Eindampfen der braun-rot 
gefarbten alkoholischen Ausziige im Vakuum konnte aus Versuch | eine 
in Alkohol sehr schwer lésliche dunkel-rot gefiairbte Substanz isoliert werden, 
die mit Natronlauge plus Alkohol eine kupfersulfat-blaue Farbung gab 
(Di-hydrazon-reaktion), deren Schmelzpunkt 288° war und die das Ver- 
halten des Methylglyoxal-bis-p-nitro-phenyl-hydrazons zeigte. 

Aus dem alkoholischen Extrakt des Versuches 2 konnte auch eine 
geringe Menge eines rot gefirbten Bis-hydrazons isoliert werden. Als 
Hauptbestandteil wurde aber aus dem alkoholischen Auszug ein leichter 
lésliches, gelb-orange gefirbtes Hydrazon isoliert, dessen Menge 0,8 g aus- 
machte. Nach Umbkristallisation aus verdiinntem Methylalkohol wurden 
0,6 g Substanz vom Schmelzpunkt 220 bis 221° erhalten. Die Substanz 
léste sich in Soda und wurde durch Analyse wie durch Mischschmelzpunkt 
mit dem synthetischen Vergleichspriparat als Brenztraubensduie-p-nitro- 
phenyl-hydrazon' identifiziert. 


Analyse. 
4,959 mg Substanz ergaben 8,840 mg CO, und 1,850 mg H,0. 
2,390mg ,, ae 0,390 cem N, (24°, 760 mm, 50% KOH). 
C,H,O,N;. Ber.: C = 48,43%, H = 4,07%, N = 18,84%; 
(223) gef.: C = 48,63%, H = 4,18%, N = 18,75%. 


0,8g¢ Brenztraubensaéure-p-nitro-phenyl-hydrazon entsprechen 0,316 g 
Brenztraubensaure. Diese Menge wurde aus 370cem Versuchslésung 
erhalten, in der 370mal 2,03 mg = 0,751 g Zucker zur Verfiigung standen. 
Falls aus 1 Mol Zucker 1 Mol Brenztraubensaéure hervorgeht, wiirde die 
Ausbeute an Brenztraubenséure 86,1°, der Theorie betragen. 

Aus dem alkoholischen Extrakt der Hydrazin-faillung des Versuches 3 
konnte ebenfalls Brenztraubensaure isoliert werden?. Die Menge war aber 
erheblich geringer als in dem Ansatz 2. Es war ja auch in diesem Versuch 
ein sehr viel kleineres Quantum Zucker disponibel (s. Tabelle IV). 

Die gelb gefarbten, in Alkohol uniéslichen Anteile der Falhunger: aus 
allen drei Versuchen enthielten Phosphor. Eine weitere Untersuchung 
dieser Kérper wurde bisher noch nicht vorgenommen. 

Die Vergleichsversuche 7 bis 10, die mit zugesetztem Methylglyoxal 
angestellt waren, ergaben fiir Versuch 7, der den Vergleichsversuch zu 
Ansatz 1 bildete, nach 24 Stunden noch eine deutliche Menge Methy!l- 
glyoxal, in Versuch 8 waren noch Spuren Methylglyoxal vorhanden und in 
Versuch 9 trat mit essigsaurem Nitro-phenyl-hydrazin tiberhaupt keine 
Fallung mehr ein, wahrend das im Versuch 10 angewandte Methylglvoxal 
noch unveraindert zugegen war. 

Je 200cem Gargemisch der Hauptversuche 1 bis 3 wurden ebenfalls 
nach 24 Stunden unter Zugabe von Calciumcarbonat mit Wasserdampf 
destilliert; unter sehr guter Kiihlung wurden 400 ccm des Destillats auf- 
gefangen. Dieses wurde unter sorgfaltiger Kiihlung anreichernd destilliert, 
bis das Volumen von 50 cem erreicht war. Je 80 cem der Vergleichsversuche 4 
bis 6 wurden in derselben Weise behandelt und auf 20 ccm Destillat ein- 
konzentriert. 


1 EF. Hyde, B. 32, 1815, 1899. 

2 Beziigl. der Intervention fremder Erreger, die Brenztraubensaure- 
bildner sind, siehe J. A. Anderson, W.H. Peterson u. E. B. Fred, Soil 
Science 25, 123, 1928. 
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Das Destillat von Versuch 1 lieferte eine schwache Rimini-Reaktion 
und eine minimale Fallung mit p-Nitro-phenyl-hydrazin-acetat. Das 
Destillat der Versuche 2 und 3 zeigte eine kraftige Nitroprussid-reaktion, 
und mit p-Nitro-phenyl-hydrazin wurden in Versuch 2 0,19g und in 
Versuch 3 0,29g gelbes Hydrazon niedergeschlagen. Dieses Hydrazon 
schmolz nach dem Umbkristallisieren aus wasserigem Alkohol bei 128° und 
erwies sich als Acetaldehyd-p-nitro-phenyl-hydrazon. 


Analyse. 


2,080 mg Substanz (aus Versuch 2) gaben 0,422 cem N, (23°, 760 mm, 
50% KOH). 
2,336 mg Substanz (aus Versuch 3) gaben 0,475 cem N, (23°, 760 mm, 
50°, KOH). 
C,H,O,N,;. Ber.: N = 23,47%; gef.: N = 23,40% bzw. N = 23,45%. 
(179) 
Die Destillate der Vergleichsversuche gaben nur eine ganz minimale 
Blaufarbung mit Nitroprussid-natrium-Piperidin und keine Fallung mit 
essigsaurem p-Nitrophenyl-hydrazin. 
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